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Abstract: 

Die Erfindvmg bezieht sich auf die Herstellung neuer Proteine mit Bindungsaktivitat fur 
vorgegebene liganden, sogenannte Anticaline. Dazu wird die Struktur von Polypeptiden der 
Lipocalinfamilie durch Austausch von Aminosauren in deren natiirlicher Liganden- 
Bindungstasclie mittels gentechnischer Methoden abgewandelt. Dabei werden die Anticaline 
erhalten, die ahnlich wie die Immvuiglobuline zur Erkennung oder Bindung molekularer 
Strukturen eingesetzt werden kOnnen. 



The invention refers to the production of new proteins with connection 
activity for given ligands, so-called Anticaline. In addition the structure 
is modified by Polypeptiden of the Lipocalin family by exchange of amino 
acids in their natural ligand connection bag by means of genetic methods. The 
Anticaline is received, which can be used similarly as the Immunglobuline for 
the recognition or comaection of molecular structures. 



Ilillllllllilllllilllllllllliiillllllllli 



@ BUNDESREPUBLIK © Offenlegungsschrift 

®DE 19742 706 A 1 



DEUTSCHLAND 



DEUTSCKES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



@ Aktenzeichen: 197 42 706.5 

@ Anmeldetag: 26. 9.97 

@ Offenlegungstag: 15. 4.99 



) Int.CI.^: 

C 07 K 14/435 

C 12 NIB/62 
C 12 N 15/63 
G 01 N 33/53 
G 01 N 33/68 



@ Anmetder: 




@ Erfinder: 


Skerra, Arne, Prof. Dr., 64i 


.83 Darmstadt, DE 


Skerra, Arne, Dr., 64283 Darmstadt, DE; Schmidt, 






Frank, Dr., 60598 Frankfurt, DE; Beste, Gerald, 64283 






Darmstadt, DE; Stibora, Thomas, Dr., 64331 






Werterstadt, DE 






(g) Fur die Beurteilung der Patentfahigkeit in Betracht 






zu ziehende Druckschriften: 






Chemical Abstract, Vol.122, Ref. 184543; 






BIOSIS, Vol. 91, Ref. 203710; 



Die folgenden Angafaen sind den vom Anmelder eingereichten 

@ Anticaline 

■@ Die Erfindung bezieht sich auf die Hersteliung neuer 
Proteine mit Bindungsaktivitat fur vorgegebene Ligan- 
den, sogenannte Anticaline. Dazu wird die Struktur von 
Polypeptiden der Lipocalinfem[!te durch Austausch von 
Aminosauren in deren naturlicher Ligartden-Bindungsta- 
sche mitteis genrtechnischer IVlethoden abgewandelt. Da- 
bei warden die Anticaline erhalten, die ahnlich wie die 
Immunglobuline zur Erkennung oder Bindung molekula- 
rer Strukturen eingesetzt warden kfinnen. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betriffl neue Polypeptide, Verfahren zu ihrer Herslellung sowie ihre Verwendung zur Bin- 
dung Oder Erkennung vorgegebener Liganden. 
5 Die Lipocaline (Pervaiz andBtew, FASEB J. 1 (1987), 209-214) sind eine FarniUe Meiner, oft monomercr sekretori- 
scher Proteine, die aus unterschiedlichen Organismen isoliert wurden, und deren physiologische Rolle in der Spriche- 
rung Oder dem Transport verschiedener Liganden, wie audi in komplexeten biologischen Fiinktionen besteht (Flowa; 
Biocbem. J. 318 (1996), 1-14). Die Lipocaline weisen untereinander relativ geringe Sequenzahnlichkeit auf, und ihre 
ZugehScigkeit zu derselben Proteinstrukturfaniilie wurde erst durch die Rontgenstnikturanalyse aufgedeckt (Sawver et 

10 al.. Nature 327 (1987), 659). 

Das crstc Lipocalin mit bckanntcr Raumstmkiur war das mcnschlichc Rctinol-Bindungsprotcin, Rbp, das den Trans- 
port dcs wasscrunloslichcn Vitamin A im Blutscrum bcwirkt (Newcomer ct al., EMBO .T. 3 (1984), 1451-1454). Kurzc 
Zeit sparer wurde die TertiiLrstruktur des Bilin-Bindungsproteins, Bbp, aus dem Schmetterling Pieris brassicae aufgeklart 
(Iluber ei ul, J. Mol. Tiiol . 195 (1987), 423-i34). Anhand der Raumstruktur dieses Lipocalins, die in Fig, lA schema- 
is tisch wiedergegebeii ist, lassen sich die wesentliclien Stiukturmerkmale dieser Proteinklasse erlautem. Zentrales Ele- 
m&il in der Faltungsarcbitektur der Lipocaline ist die zylindrische Faltblattstruktur, das sogenannte jJ-Barrel, die sich aus 
acht nahezu kreisfarmig angeordneten antiparallelen P-FaltblattstrSngen zusammenseizt. 

Dieses Supersekundarstrukturelement laBt sich auch als "Sandwich'-Anordnung zweier vierstraagiger P-Faltblatt- 
struktuien auffassen. Zusatzliclie Strukturelemente sind ein gestrecktes Segment am Aminotfirminus der Polypepudkette 

20 und eine a-Helix in der Nahe des Caiboxyterminus, die wiederum von einem gestrecfcten Kegment gefolgt isL Diese zu- 
satzlichen Merkmale sind jedoch iiicht notwendigerweise in alien Lipocaiinen ausgepragt. So feblt z. B. ein erheblicher 
Teil des N-terminalen Segments in dem epididymaien Retinsaiire-Bindiingsprotein (Newcomer, Structure 1 (1993), 
7-18). Femer sind auch znsatzliehe, spezieUe Strukturelemente bekannt, wie beispielsweise Membrananker (Bishop und 
Weiner, Trends Biochem. Sci. 21 (1996), 1 27), die nur in bestimiuten T,ipocalinen vorkomnien. 

IS An einem F,nde ist das p-Barrel durch dichfe Aminosaurepackung sowie durch .Schleifensegniente ver.schlossen. Am 
anderen Ende bildet das p-Barrel eine Bindungstasche, in der der jeweilige Ligand des Lipocalins komplexiert wird. Dort 
sind die acht benachbarten antiparallelen p-Faltblatisirange jeweils paarweise dm'ch Kehren in der Polypeptidkette ver- 
bunden, die zusaimiien mit den angrenzenden Aminosauren, die sich teilweise noch im Bereich dar zylindrischen Falt- 
blattstruktur befinden, jeweils ein Schleifensegment bilden. Die Bindungstasche fiir den Liganden wird von diesen ins- 

30 gesamt vier Peptidschleifen gebildet. Im Fall des Bbp wird das Bill verdin IXy in dieser Bindungstasche komplexiert, Ein 
anderer typischer Ligand ftlr Lipocaline ist das Vitamin A im Fall des Rbp wie auch des p-Lactoglobuliiis (Papiz et al., 
Naliire 324 (1986), 383-385). 

Gegenaberslellungen derSequenvien von verscMedenen AferLretem derLipocalinfaiuilie sind imler anderein in der\fer- 
offentHchung von Cowan et al. (Proteins: Struct., Funct., Genet. 8 (1990), 44^61) und in dem Obersichtsartikel von Ho- 

35 wer (FEES Lett. 354 (1994), 7-11) zu finden. Unter den dei-zeit weit mehr als 20 unterschiedlichen bekannten Lipocaii- 
nen befinden sich vor allem zwei menschhche Pi-oteine, die bereits nalier biochemisch chaiakterisiert wurden: das Reti- 
nol-Bindungsprotein und das ApoMpoprotein D, ApoD (Yang et al.. Biochemistry 33 (1994), 12451-12455). Das ApoD 
ist besonders interessant, da es enge strukturelle Verwandtschafl mit dem oben erwahnten Bbp aufweisf (Peitsch und Bo- 
guski. New Biologist 2 (1990), 197-206). 

40 Ein klassischcs Hcispicl fiir Protcinc, die mitlcls nicht kovaicntcrWcchsclwirkungcn Liganden sclcktiv bindcn, slcllon 
die Antikoi-pcr, d. h, IniiTiunglobulinc, dar. Bicso Protcinc spiclcn als Rcagcnzicn auf den Gchiotcn dorBiotechnologic, 
der Medizin, der Bioanalytik sowie ganz allgemein in den Biowissenschaften eine herausragende RoUe. Trotz der \^el- 
falt der gegebenen EinsatzmiigUcbkeiten im Zusammenhang mit der Erkennung, Bindung Oder Abttennung von Ligan- 
den werden heute beinahe ausschlieBlich Iminunglobuline flir entsprechende Zwecke eingesetzt. Die Anwendung ande- 

45 rer Proteine mit definierten Liganden-Bindungseigenschaften, wie z. B, der Lektine, ist d^egen auf SpezialKIle be- 
schrankt geblieben. 

Spezifische Antikttrper lassen sich gegen verschiedenartigste Zielstrukturen, sogenannte Haptens bzw. Andgene, ge- 
zieltherstellen. Neben dem inzwischen allgemein etablierten Verfahren zur Produktion nionoklonaler Antikorper werden 
dazu neuerdings auch biosynthetische Methoden eingesetzt, beispielsweise unter Verwendung der "Piiage Display"- 

50 Technifc (Hoess, Cuit. Opin. Sh:uct. Biol. 3 (1993), 572-579; Wells and Lowman, Cuit. Opin. ytruct. Biol. 2 (1992), 
597-604). Ist erst einmal die genetische Information fiir die Bindungsregiou (variable Domanen VH und VL) eineslmm- 
unglobulins mit der gewtinschten Hapten- oder Antigenspezifitat bekannt, so stehen dem Fachmann fiir die Produktion 
dieses AntikSrpers, seiner Fragmente oder davon abgeleiteter Ilybridproteine zahkeiche gentechnische Verfahren unter 
Verwendung von eukaryontischen oder bakterieUen Expressionssystemen zur Verfiigung. Dennoch zeichnen sich mitun- 

S-S ter Nachfeile beim praktischen Einsatz dieser Profeinkla.sse ah, 

Beispielsweise ist es bei medizinischen Anwendungen wie z. B. dem "Tumor Imaging" oder dem "Drug Targeting" 
((Chester und Hawkins, Trends Biotechnol. 13 (1595) 294-300) wUnschenswert, moglichst kleine Bindungsdomiinen ein- 
zusetzen, da man sich davon eine verbesserte Gewebepenefradon verspricht. Nach aUgemeiner Ansicht ist das Fv-Frag- 
ment, welches sich au s der variablen Domane der leichten Polypeptidkette ( VL) und der variablen Domane der schweren 

60 Polypeptidkette (VH) eines Antikorpers zusammensetzt, i n der Regel das kleinste Immunglobulinfragment, welches eine 
strukturell intakte Antigen-Bindungsstelie ausbildet. TVpischerweise besteht ein Fv-Fragment allerdings aus ungefahr 
240 Aminosauren, so daB ein solches Protein iinmer noch verhaltnismaBig groGe Molekiildimensionen aufweist. 

Des weiteren kann der Aufbau der Antikorper aus zwei verschiedenen Polypeplidketten (leichte und schwere Kette) zu 
unerwUnschten Eftekten fiihren. Da jeweils ein Paar kodierender Regionen kloniert und ggf. esptimiert werden mu6, ist 

65 die gentechnische Produktion und Handhabung im Vergleich zu Proteinen aus einer einzelnen Polypeptidkette erschwert. 
Zudem hat sich gezeigt, daB Fv-Fragmente nicht selten iiber geringe proteinchemische Stabihtat verftigen, da ihre VL- 
und VII- Domanen blol5 iiber nicht kovalente Wechselwirkuagen aneinander gebunden sind. Mit verschiedenen Strate- 
gien wurde daher schon versucht, die Assoziation der beiden variablen Domanen in dem heterodlmeren Fv-Fragment zu 
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stabilisisren. Eine dieser Methoden bedient sich der Verkniipfiing der beiden Polypeplidketien auf der Ebene der TVans- 
lation, wobei sogenannte scFv-Fragmente (Bird und Walker, Trends BiotechnoL 9 (1991), 132-137) erhalteti warden. Al- 
lerdingB hal sich gezeigl, daB diese Voij^hensweise luiLunier iindere Nachleile iml sich bringt, wie zuiii Beispiel Einbu- 
Ben in der Afliniliii fur den Liganden oder ein unerwUnschles Oligomerisierungsverhalten (Desplancq eL al„ Prourin Eng. 
7 (1994), 1027-1033). 5 

Der Hrfindung liegt deshalb die Aufgabe zugrunde, andere Polypeptidteagenzien, die wie die Antikoiper spezifische 
Bindungseigenschaften fiir vorgegebene Liganden aufweisen, zu entwickeln. ErfindungsgemaC wird diese Aufgabe ge- 
lost mit den Andcalinen, die hersteilbar sind aiisgehend von PoLypeptiden der Lipocalinfamilie, indem Aminosauren im 
Bereich der vier Peptidschleifen, die an einsm Ende der zylindrischen Faltblattstruknur angeordnel sind, mutiert werden, 
und die dadurch cliarakterisiert sind, daB sie cinen vorgegebenen Liganden min bestiinnibarer Affinitat binden. lo 

Ein topographisclicr Vcrglcich dcs Vcrlaufs ixr PolypcpiidkcLlc in dor Protcinfaliung der Lipocaiinc mit den Fv-Frag- 
mcntcn der Immunglobulinc wird aus Fig. 2 crsichtlicli. In den Immunglobulinon wird die Bindungsstcllc fur das Anti- 
gen von sechs strukturell liypervariahlen PeptidschLeifen, auch CDRs (engl,: Complementarity Determining Regions) 
genannt, gebildei. Bcide varijible Doiniinen, VH und VL, Iragen drei CDRs zur Antigen-Bindungsstelle bei. Die beiden 
variablen Domanen bestelien Jewells aus zwei scliichlartig angeordneten p-Faltblattstrukturen, die das strukturell konser- 15 
vierte Geriist bildeii, welches die hypervariablen Peptidschleifen tragt. In dem Fv-Fragmeot etitsfeht so ein innerer und 
ein §ul3ererRing von p-Paltblattstrangen, wobei zwei CDRs zwischen benachbarten StrSngen des inneren Rings und vier 
CDRs zwischen Strangen des inneren und des auBeren Rings aufgespannt sind. 

Im Vergleich dazu sind die Liganden-Bindungsstellen der Lipcx;aline einfecher aufgebauL In diesem FaR liegtnur ein 
Ring von 8 antiparalleleii p-Paltblattstrangen von das p-Bairel, Diese zyklische Faltblattstrukturist in der ProteiniaLtung 20 
der Lipocaline fconserviert Die Bindungsstelle wild im Eingangsbereich des ^-Barrels von den vier Peptidsclileifen ge- 
bildet, die Jewells zwei benachbarte P-FaltbJattstrange miteinander verbinden. Diese Peptidschleifen konnen sich in ihrer 
Struktur erheblich zwischen den einzelnen MitgUedem der Lipocalinfamilie unterscheiden. 

TVotz der scheinbaren Analogic im strukturelien Aufbau der Tmtnunglobuline und der T,ipocaline, d. h. konservierte 
Geriisfbereiche einerseits und hypervariable, spezifitatsbesMmmende Abschnitte andererseits, gibt es einen wesenrlichen 23 
IJnteischied zwischen diesen beiden Proteinklassen. Walirend namlich im menschlichen Korper ca. lOOMillionen ver- 
schiedsne Antikorper zirkulieren und standig neii gebildet werden, bringt derselbe Organismus nur wenige verschiedene 
Lipocaline wie z. B. das oben erwahnte Rbp oder das ApoD hervor. Entstehen im Immunsystem eiiies Saugetiers 
durch soinalische Geitrekombination und Mutation fortwahrend Antikorper mit neuen Antigenspezifltaten, so sind die 
Lipocaline im Gegensatz dazu im Verlauf der Evolution in der Struktur und Funktion ihrer jeweiligen Liganden-Bin- 30 
dungsstellen weitestgehend konservieit geblieben. Als Beispiel dafur kann das Rbp dienen, dessen Atninosauresequenz 
aus verschiedenen Organisnien bekannl isL Der Sequenzvergleich mil deni menschlichen Rbp (SWISS-PROT Daten- 
bank-Zugriffiicode P02753) zeigt, daB bdspielsweise zu dem Rbp des Schweins (SWISS-PROT Dalenbank-ZugriiTs- 
codeP27485) bloB 13 und zu dem des Rinds (SWISS-PROT Datenbank-ZugriflFscodeP18902) blofi 14 Unterschiede be- 
stehen. AUe diese Aniinosauresubstitutionen befinden sich zudem in der Raumstruktur femab der Bindungsstelle fiir das 35 
Retinol (s. die Fig. 13 in der Verotfentlichung von Cowan et al,, supra). 

In dem erfindungsgemaBen Verfaliren wird diese Liicke zwischen den funktionellen Eigenschalten der Antikorper und 
der Lipocaline geschlossen, indem eine oder mehrere der vier Peptidschleifen, die dieLiganden-BindungssteUe eirtes Li- 
pocahns bilden, einerMutagenese unterzogen werden und im AnschluB daran solche Proteinvarianten (Muteine) ausge- 
wahlt, d. h. scickticrl wordon, die die gcwiinschlc Bindungsaktivitat fiir einen voiTgcgcbcncn Liganden aufweisen. Die 4(1 
dabci crhalfcnon Lipocalinmutcinc werden hicr als Anticalinc bczcichncf.. 

Im folgenden wird an einem Beispiel, nfimlich dem Bbp, erlaulert, was unter dem Begiiff Peptidschleifen in dieser Er- 
findung anhand der Polypeptidsequenz verslanden werden soil. Die vier Peptidschleifen der Lipocaline, die bei der rarfin- 
dungsgemaBen Herstellung der AnticaMne durch Mutagenese in ihrer Sequenz abgewandelt werden, sind durch diejeni- 
gm Abschnitte in der linearen Polypeptidsequenz gekennzeichnet, die die Aminosaurepositionen 28 bis 45, 58 bis 69, 86 45 
bis 99 und 114 bis 129 des Bbp uinfessen. Diese Sequenzabschnitle beginnen jeweils vor dem C-Terminus eines der kon- 
servierten P-Faltblattstrange an der offenen Seite des p-Barrels, schlieBen die eigentliche Peptidkehre ein, und enden 
nach dem N-Terminus des in der Sequenz folgenden, ebenfalls konservierten p-Fattblattsixangs. 

Anhand veroffentlichter oder vom Fachmann selbsl durchfuhrbarer Sequenz-Cegenuberstellungen (Alignments) oder 
iJtrukturiiberlagerungen lalit sich die Definition der fur das Bbp angegebenen Sequenzpositionen auf andere Lipocaline 50 
iibertoagen. Beispielsweise kann man aus der in Fig, 3 wiedergegebenen Sequenz-GegenubersteLlung, die dem von 
Peitsch und Boguski (New Biologist 2 (1990), 197-206) veroifentlichten Alignment entspricht, ablesen, daJ3 die vier 
Peptidschleifen im Fall des ApoD die Aminosaurepositionen 28 bis 44, 59 bis 70, 85 bis 98 nnd 113 bis 127 umfassen. 
Mit der beschriebenen Vorgehensweise ist es moghch, auch in neuen Lipocalinen die entsprechenden Peptidschleifen zu 
identifizieren, die sich fiir eine erfindungsgemaBe Mutagene.<!e eignen. ;s 

Als problematisch bei der Ermiltlung der konservierten p-Faltblattstrange kann sich in manchen Fallen die relativ 
schwach ausgepragte Sequenzhomologie der Lipocaline erweiaen. Entscheidend ist daher die Fahigkeit der Polypeptid- 
sequenz, die zyklische Faltblattstruktur aus 8 antiparallelen p-Fallblattstriingen auszubilden. Diese ISBt sich ggf. unter 
Einsatz strukturanalytischer Methoden wie der Proteinkristallographie oder der multidimensionalen Kernresonanz- 
Spektroskopie nachweisMi. 60 

Die zur Mutagenese geeigneten Sequenzabschnitte konnen bei anderen Lipocalinen, wie z. B. dem ApoD oder dem 
Rbp, aufgrund der jeweils variierendec Struktur der Peptidschleifen durchaus langer oder kurzer sein als beiin Bbp (vgl. 
Fig. 3). Es kann sogar von Vorteil sein, einen oder mehrere der Sequenzabschnitte durch Deletion oder Insertion von ei- 
ner oder mehreren Aminosauren zusatzhch in seiner Lange zu verandem. In einer bevorzugten Ausfiihrung der Erfin- 
dung werden diejenigen Aminosaurepositionen in diesen Sequenzabschnitten, die den isequenzpositionen 34 bis 37, 58, 65 
60, 69, 88, 90, 93, 95, 97, 114, 116, 125 und 127 des Bbp entsprechen, und die in den Fig. IB und 3 hervorgehoben sind, 
mutiert, ImFall des ApoD sind demgemaB die Sequenzpositionen 34 bis 37, 59, 61, 70, 87, 89, 92, 94, 96, 113, 1 15, 123 
und 125 fiir die Mutagenese bevorzugt. Fiir die Herstellung von Anticalinen miissen jedoch nicht alle hier angegebenen 
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Sequenzpositionen einer Mutagenese unterzogen werdeo. 

Als Grundstruktur zur Herstellung von Anticalinen sind selbstverstSndlich neben den hier genannten Beispielen auch 
andens Lipocaline geeignel. Bevorzugl sind die zur Zeil bereits sehr grundlieh biocheinisch untersuchlen Lipocaline 
Rbp, Bbp Oder ApoD zu verwenden. Besondecs bevorzugt sind Lipocaline hiunanen Ursprungs zur HersLellung von An- 
s ticaiinen zu verwenden . Dies gilt vor allem, wean erne Anwendung des oder der resultier^den Anticaline am Menschen 
beabsichtigt ist, da beispielsweise bei cUagnostischen oder therapeutischen Anwendungen in vivo ini Vfergleich zu den Li- 
pocalinen aus anderen Organismen minrmale immunogene Wirkung zu erwarten ist. Jedocii Icdnnen sicti auch andere und 
ggf. kiinftig erst neu zu entdeckende Lipocaline als besonders vorteiihaft zur Herstellung von Anticabnen erweisen. 
Ebenso kfinnen kiinstliche Proteine nrit einem dem ji-Barrel der Lipocaline stmkturell aquivalenten Faltungselement 
10 dazu verwendet werden. 

■Vferzugswcisc sollcn die crfindungsgcmaBcn Anticaline den gewiinsclitcn Ligandcn mil bcstimmbarcr Affinitat, d. h. 
mit oinor Aflinitatskonstantc von mindcstcns 10^ M ' bindcn. Nicdrigcrc Affinilatcn lasscn sich mit don ublichcn Mcl3- 
metlioden in der Kegel nicht mehr exakt erfassen und sind daher fiir prakdsche Anwendungen von unteigeordneter Be- 
deuiung. Besonders bevotzugt soUen die Anticaline den gewtlnschten Liganden mit einer Affinitat von mindestens 10^ 
15 M^S entsprechend einer Komplex-Dissoziationskonstante von 1 jiM, binden. Die Bindungsafflnitat eines Anticalins zu 
dem gewunschten Liganden kann vom Fachmann mit einer Vielzahl von Methoden emiittell weiden, beispielsweise mit 
dem Verfahren der Huoreszenzdtradon, durcii Kompetitions-ELISA oder mitlels der Oberfiachen-Plasmonresonanz- 
technik. 

Als Ausgangspuukt zur Mutagenese der Pepddschleifen kann die cDNA eines Lipocalins dienen, die mit dem Fach- 
20 mann bekannten Mettioden hergestellt und kloniert werden kann, wie es beispielsweise fur das Bbp besclirieben wurde 
(Schmidt und Skena, Eur. J. Biochem. 219 (1994), 855-863). ALternativ kami auch genomische DNA eingesetzt oder 
eine Gensynthese oder eine Kombination dieser "Sferfahren durchgefiihrt werden. Zur Mutagenese der Aminosaiiren in 
den vier Peptidschleifen stehen dem Fachmann die verschiedenen bekannten \ferfahren zur ortsspezifischen Mutagenese 
Oder zur Mutagenese mittels derPolymerase-Ketfenreaklion zur Verffigung. DieMutageneseverfahren ktinnen heispiels- 
25 weise dadurch gekenn7.eichnet sein, dali Mischunger syntheti.scher Oligodesoxynukleotide, die an den gewunschten ?o- 
sidonen degenerierte Basenzusammensetzung aufweisen, zur Einfuhrung der Mutationen verwendet werden. Auch der 
Einsatz von NukLeotidbausteinen mit reduzierter Basenpaarungsspezifitat, wie z. B. Inosin, kommt zur Einftlhrung von 
Mutationen in den ausgewiihlten Sequenzabschnitten oder Aminosaurepositionen in Betracht. Im Vergleich zu den An- 
tikOrpem ist die Vorgehensweise zur Mutagenese derLiganden-Bindungsstelle vereinfacht, da bei den Lipocalinen dafllr 
30 nur vier anstelle von seclis Sequenzabschnitten - entsprechend den vier oben genannten Peptidschleifen - manipuliert 
werden mlissen. 

Bei den Methoden der ortsgerichleLen ZufallsnLulagenese unler Einsalz von synthelischen Oligodesoxynukleotiden 
lassen sich die belrelTenden Aiiiinosiaureposidonen in der Lipocalinstruklur, die uiutierl werden soUen, vorherbeslim- 
men. Die ideale Aus walil der zu mutierenden Aminosaurepositionen kann von dem verwendeten Lipocalin einerseits und 

35 dem gewunschten Liganden andererseits abliangen. Dabei kami es sinnvoU sein, die Gesamtzahl der mutierten Amino- 
saurepositionen innerhaLb eines Experiments so gering zu halten, daf3 die Sammlung der bei der Mutagenese erhaltenen 
Varianten, d. h. die sogenannte Bibliothek, in ihrer Gesamtheit oder wenigstens in einer reprasentativen Auswahl davon 
sowohl auf derEbene der kodierenden Nukleinsaure als auch auf der Ebene der Genprodukte in ihrer kombinatoiischen 
Komplexitat moglichst voUstandig reabsiert werden kann, 

40 Die 7U mutierenden Aminosaurepositionen solltcn sich vor ailcm dann sinnvoll au.swahlcn lasscn, wcnn Strukturinfor- 
mationcn tihcr das vcrwondctc Lipocalin sclbst, wie im Fall dcs Rbp und dos Bbp, oder zumindost iibcr cin Lipocalin mil 
ahnlicher Struktur vorKegen, wie z. B. im Fall des ApoD. Der Satz der ausgewahlten Aminosaurepositionen kann auBer- 
dem von den Eigenschaften des gewiinschten Liganden abhSngen. Z. B. kann es im Fall eines kleinen, haptenartigen Li- 
ganden sinnvoll sein, vor allein Aminosaurepositionen am Antrum der Liganden-Bindungstasche, also noch in oder 

45 nahe dem Bereich des ^Barrels, der Mutagenese zu unterziehen. Im Fall eines groBerer, antigenartigen Liganden dage- 
gen sollte die Mutagenese auch diejenigen Aminosaurepositionen in den Peptidschleifen betreffen, die besonders expo- 
niert an der Proteinoberflache angeordnet sind, und die sich eher in der Mitte der entsprechenden Sequenzabschnitte he- 
finden. Abgesehen von einer solchen funkdonellen Betrachtung kann es sich zudem als vorteiihaft erweisen, einzelne 
Ammosaurepositionen im Bereich der Liganden-Bindungstasche von einer Mutagenese aus zunehmen, wenn diese sich 

so beispielsweise als essentiell fiir die Faltungseffizienz oder -stabiUtat des Proteins erweisen. 

Line der zahhreichen anweudbaren Methoden zur Einfuhrung von Mutationen im Bereich der vier Peptidschleifen ei- 
nes Lipocalins basiert auf der Verwendimg von vier Oligodesoxynukleotiden, die jeweils von einem der vier entspre- 
chenden zu mutierenden Sequenzabschnitte abgeleitet sind. Bei der Herstellung dieser Oligodesoxynukleotide kann der 
Fachmann zur Synthese derjenigen Nukleotidtripletts, die den zu mutierenden Aminosaurepositionen entsprechen, Ge- 

.W mische von Nukleinsaunebausteinen einsetzen, so daB Kuftilig Cxxlons bzw. Antioodon.'s fur alle Aminosauren oder, ge- 
mafi dem genetischen (?ode und der Zusammensetzung dieser Mischung, fiir eine Auswahl der an dieser Position ge- 
wiinschten Aminosauren zustandekommen. 
Beispielsweise entspricht das erste Oligodcsoxynukleotid in seiner Sequenz abgesehen von den mutierten Positionen 
zumindest teil weise dem kodierenden Siang fiir diejenige Peptidschleife, die in der Polypeptidsequenz des Lipocalins 

eo am weitesten N-terminal hegt. Das zweite Oligcdesoxynukleotid entspricht demgemaB zumindest teilweise dem nicht- 
kodierenden Strang fiir den in der Polypeptidsequenz folgenden zweiten Sequenzabschnitt. Das dritte Oligodesoxynu- 
kleolid enlspiicht wiederum zumindest (eilweise dem kodierenden Strang fiir den entsprechenden dritten Sequenzab- 
Bchnilt. Das vierle Oligodesoxynukleolid enlsptichl schlieBlich zuiiiindesl teilweise dem nichtkodierenden Strang fiir 
den vierten Sequenzabschnitt. Mit dem ersten und zweiten Oligodesoxynukieotid sowie mit dem dritlen und vierten Oli- 

65 godesoxynukleotid kann jeweils eine Polymetase-Kettenreaktion unter Verwendung der Hir das Lipocalin kodierenden 
NufcleinsSuie und/oder ihres Gegenstrangs als Matrize durchgefulirt werden. 

Die Amplifizieaingsprodukte dieser heiden Reaktionen konnen durch verschiedene bekannte Methoden zu einer Nu- 
kleinsaure zusammengesetzt werden, welche die Sequenz von dem ersten bis zum vierten Sequenzabschnitt umfalJt und 
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die Mutationen an den ausgewahlten Aminosaurepositionen tragt. Beispielsweise k6nnen die beiden Produkte dazu einer 
emeucen Polymerase-Kettenreaktioa unter Verwendung flankierender Oligodesoxynukleotide als Primer sowie eines 
Oder iitehrerer venuiLLelnder Nukteinsauieinolekiile, die die Sequenz zwischen dem zweiten und dein drilLen Sequen/ab- 
schniu beiLragen, unLerzogen weiden. Diese \fcirgeheQsweisB ist in Fig. 4 sthematisth wiedergegeben. Bei der Wahl der 
Anzahl der zur Mutagenese verwendeten Oligodesoxynukleotide und deren Anordnung innerhalb der Gensequenz des 5 
Lipocalins stehen demFachmanii dariiber hinaus vieltaltige Altemativen zur Vfcrfiigung. 

Die Nukleinsaiiremolekille, die fiir den Sequenzbereich mit den vier Peptidschleifen eines Lipocalins kodieren und 
Mutationen an den ausgewahlteai Positionen enthalten, konnen diirch Legierung mit den fehlenden 5'- und 3'-Sequenzen 
einer fiir das Lipocalin kodierenden Nukleinsaure verbunden und in einem der bekannten Wtrtsorganismen kloniert wer- 
den. Fiir die Legierung und Klonieirung stehen wiederuin vielfaltige %rgehensweisen zur Verfiigung. Beispielsweise 10 
konocn im Vcrlauf cincr Ampliflzicrung synlhctischc Nuklcinsaurcmolckiilc mitErkcnnungsscqucnzcn fiir Rcstriktlons- 
cndonuklcascn, wclchc an den cntsprcchctidcn Positionen in der Nuklcinsaurcscqucnz fiir das Lipocalin cbcnfalls vor- 
handen sind, an den beiden Enden der zu klonierenden Nukleinsaure angefiigt werden, so daB nacli der Hydrolyse mit 
dem entsprechen<len Restriktionsenzym eiiie Legierung ermSgliclit wtrd, 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die gezielte Mutagenese einzelner Aminosaurepositionen innerhalb oder au- 15 
Berhalb der vier Peptidschleifen, beispielsweise urn durch Einfflhrung von Schnittstellen fllr bestimmte Restriktionsen- 
zyme die Subklonierung des mutierten Lipocalingens oder seiner l^ile zu vereinfachen. Beispielsweise konnen in das 
Bbp-Gen die Mutationen Asn2l zu Cln uod Lysl35 zu Met eingefiihrt werden, urn die Klonierung des mutierten Genab- 
schoitts liber zwei neue BstXI-Reslriktionsschnittstellen an dieseu Positionen zu erleichtern. Ebenso betrifft die vorlie- 
gende Erfindung die gezielte Einfiihrung von Mutationen innerhalb oder auHerhalb der vier Peptidschleifen, um he- 20 
stimmte Higenschaften des Anticalins zu verbessern, z. B. seine Ealtungsstabilitat oder -effizienz oder seine Wider- 
standsfahigkeit gegeniiber Proteasen. So kann beispielsweise durch den Aminosauteaustausch Lys87 zu Ser eine Spal- 
tung des Bbp in zwei Pragmente, die ansonsten bei dessen Produktion in E. coli auftritt, unterdriickt werden. Eine Oligo- 
nierisierung des urspriinglichen Bbp kann zudcm durch die Mutation Asti 1 zu Asp vermieden werden. Auch kann durch 
den Austausch Cysl 1 6 zu Ser im ApoD desaen kovalenf.e Quervemetzung mit anderen Proteinen verhindert und seine 25 
raonomere Stniktur stabilisiert werden. 

In einer bevorzugten Ausfiihrung der Erfindung dient dementsprechend die Bbp-Variante mit der Substitution Lys87 
zu Ser als Grundstruktur zur Herstellung von Anticalinen. Besonders bevorzugt wird die Bbp-Variante mit den Substitu- 
tionen Asnl zu Asp, Asn21 zu Gin, Lysl35 zu Met und Lys87 zu Ser zur Herstellung von Anticalinen eingesetzt. 

Auch langere Sequenzabschnitte innertialb des fur das Lipocalin kodierendeti Gens konnen mittels bekan nter Meiho- 30 
den einer Zufallsmutagenese unterworfen werden, z. B. durch Einsatz der Polymerase-Kettenreaktion unter Bedingun- 
gen erhohter Fehlerraie, durch cheiniscbe Mutagenese oder duruh Aferwendung baklerieller Mulatorstainme (Low et al., 
J. Mol. Biol. 260 (1996), 359-368). DerartigeMethoden lassen sich aueh zurweiteren Optiniierung derLigandenaflinitill 
oder -spezifitat eines bereits hejgestelltcn Anticalins verweuden. Mutationen, die dabei moglicherweise auGerlialb der 
vier Schleifenregionen auftreten, konnen oft toleriert werden oder sich sogar als giinstig erweisen, wenn sie z, B. zu einer 35 
verbesserten Faltungseffizienz oder -stabititat des Anticalins beitragen. 

Nachdem die der Mutagenese unteczogenen kodierenden Nukleinsauresequenzen zur Expression gebracht worden 
sind, kdnnen aus den verschiedenen Klonen der erhaltenen BibUothek diejenigen Klone selektiert werden, die die gene- 
tische Information fiir Anticaline tragen, welche einen vorgegebenen Liganden binden. Zur Selektion dieser Klone kon- 
nen bckanntc Exprcssionssti-afcgicn undScicktionsstratcgicn eingesetzt werden. DerartigeMethoden sind beispielsweise 40 
im Zusammcnhang mit dor Herstellung oder dem Engineering rckomhinantcr Antikorpcrfragmcntc bcscliricben worden, 
wie die "Phage Display'-Technik oder "Colony Screening^-Metlioden (Skerra et al., AnaL Biochem. 196 (1991), 
151 155). 

Als Beispiel fiir ein erfindungsgemalJes Selektionsverfahren fur Anticaline mit den gewunschten Bindungseigenschaf- 
ten sei hier eine Ausfiihrungsfonn der "Phage Display'-Technik (Hoess, supra; Wells and Lowman, supra; Kay et al., 45 
Phage Display of Peptides and Proteins - A Laboratory Manual (1 996), Academic Press) genannt. Die verschiedenen an- 
deren mogbchen Ausfiihrungsformen der "Phage Display"-'Ifechnik werden hiermit psr Referenz in die Offenbarung ein- 
bezogen. Fiir das beispielhafte Selekdonsverfahren werden Phasmide hergestellt, welehe die Expression des mutierten 
Lipocalin-Strukturgens als Fusionsprotein mit einer Signalsequenz am N-Terminus, bevcrzugt der OmpA-Signalse- 
quenz, und mit dem HuUprotein pIU des Phagen M13 (Model und Russel, in "The Bacteriophages", Vol. 2 (1988), Pie- so 
num Press, New York, 37.5-456) ader I'ragnieuleii dieses HiiUproteins, welclie in die PhagenhuUe eingebaut werden, am 
C-Tenninus bewirken. Bevorzugt wird das C-temiinde Fragment ApIH des Phagen-IIuUproteins, welches lediglich die 
Aminosauren 217 bis 406 des natiirbchen Ilullproteins pIU enthalt, zur Herstellung der Fusionsproteine verwendet. Be- 
sonders bevorzugt wird ein C-terminales Fragment von pHI, in dem der Cysteinrest an der Position 201 fehlt oder durch 
eine andere Aminosaure ersetxt ist. .Sii 

Das Fusionsprotein kann noch weitere Bestandteile enthalten, wie z. B. ein Affinitatsanhangsel oder eine Epitopse- 
quenz fiir einen Antiltorper, die den Nachweis, die Icnmobihsierung oder die spatere Reinigung des Fusionsproieins oder 
seiner Telle gestattet. Femer kann sich zwischen der fiir das Lipocalin oder Anticalin kodierenden Region und dem Gen- 
abschnitt fiir dos HuUprotein oder sein Fragment ein S topcodon, vorzugsweise ein Amber-S topcodon, beflnden, das in ei- 
nem geeigneten Suppressorslamm bei der Ttansladon zumindest leilweise in eine Aminosaure Qbersetzt wird. 60 

Als Phasmide werden bier bakterieUe Plasmide bezeichnet, die die inteigsnische Region eines filamentosen Bakterio- 
phagen, wie z. B. MI3 oder n (Beck und Zink, Gene 16 (1981), 35-58) oder einen funktioneUen Teil davon tragen, so 
daB bei Superinfeklion der Bakierienzelle mil einem Helferphagen, beispielsweise M13K07, VCS-M13 oder R408, ein 
Strang der zirkularen Phasmid-DNA mit Htillproteinen verpackt und als sogeaanntes Phagemid in das Medium ausge- 
schleust wird. Dieses Phagemid hat einerseits das von dem jeweiUgen Fhasmid kodierte Lipocalinmutein als Fusion nrit 65 
dem Hdllprotein pEH oder dessen Fragment an seiner Oberfiache eingebaut, wobei die Signalsequenz von dem Risions- 
protein in der Regel abgespalten wild. Andererseits tragt es eine oder mehrete Kopien des nativen HiiUproteins pIU von 
dem Helferphagen und ist somit in der Lage, einen Rezipienten - im allgemcinen einen Bakterienstanun, der ein F- oder 
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F'-Plasmid trSgt - zu infizieren. Auf diese Weise wird sine physikalische Kopplung zwischen der vtrpackten Nuklein- 
saure, die die genetische iDformation fur das jeweilige Lipocalinrautein oder Anticalin tragi, und dem kodierten Protein 
gewiilirleisleL, das zuiiiindest leilweise in funktioneiler Fonii an der Oberflache des Hiageiiiids pnisenlierl wird, 

Zur Konslruklion der Phasiiiide iiiil den fiir die Bbp-Muleine kodierenden Sequenzen kann beispielsweise der Veklor 
5 pBBP20 (Fig. 5) verwendet weiden. Zur Selekdon von Anticalinen ausgeliead von einem anderen Lipocalin wird ein 
analoger Vektor liergestellt, indem die DNA-Sequeoz, die fur dieses Lipocalin oder seine Muteine kodiert, anstelle der 
fur das Bbp kodierenden Seqiienz in den Vektor pBBP20 inseriert wird. Im Fall des Bbp oder seiner Muteine kann die fiir 
die vier Peptidsciileifen kodierende Niikleinsaure beispielsweise iiber die beiden BstXI-Restriktionsschnittstellen in den 
Vektor pBBP20 inseriert werden. Rekombinante Ptaasniide werden diircii Transformation in den E. coli-Stamm, bei- 

10 spielswease XLl-Blue (Bullock et al., BioTechniques 5 (1987), 376-379) oder TGI, eingebracht. Auf diese V^ise, wer- 
den Klonc lici^cstcllt, die zahlrciciic vcxschicdcnc Lipocalinmutcinc als Fusionsproteinc produzicrcn konnon. 

AnschlicJScnd wird diese Bibliothck, d. h. die SaramLung der crlialtcncn Klone, nach bckannton Vcrfahrcn in FlOssig- 
kultur mit einem Ml 3-Helf erphagen superinfiziert. Nach dieser Infekdon kann die Likubationstemperatur der Kultur zur 
Ptoduktion der Phagemide abgeseakt werden. Bevcrzugt werden rnkubationslemperaturen, bei denen eine optimale Fal- 
ls tung der Lipocalinmuteine als Bestandteil des Fusionsproteins mit dem PliagenJitillprotein oder seinem Fragment zu er- 
warten ist. Wahrend oder nach der Infektionsphase kann in den Bakterienzellen die Expression des Gens fiir das Fusi- 
onsprotein mit dem Lipocaliumutein induziert werden. Die Induktionsbedingungen werden so gewaUt, dafi ein erhebli- 
cher Teil der produzierten Piiageinide mindestens ein Lipocalinmutein prasentiert. Die Phagemide wertien n aeh einer Li- 
kubationsphase der Kullur von beispielsweise 6 bis 8 h isoliert. Zur Isolierung der Phagemide sind verschiedene Veifah- 

20 ren, wie z. B. die Prazipitation mitPolyetiiylenglykol bekannt 

Die isolierten Phagemide konnen durch Inkubation mit dem gewiinschten Liganden einer Selektion unterworten wer- 
den, wobei der Ligand in einer Form voriiegt, die eine ziimindest voriibergehende Immobilisierung derjenigen Phage- 
mide ermoglicht, die AnticaUne mit der gewiinschten Bindungsaktivitat als Fusionsprotein in ihrer Iliille tragen. Unter 
den verschiedenen dem Faclimann hekannten Ausfuhrungsformen kann der Tjgand beispielsweise mit einem Tragerpro- 

25 tein, wie SeriiiiialbLiiriin, konjugiert und iiber dieses Tragerprofein an eine proteinbindetide Oberflflche, beispielsweise 
Polyslyrol, gebiindcn werden. Zu dieser Immobilisierung des Liganden lassen sich bevorzugt die fiir ELISA-Techniken 
geeigneten Mikrotiterplatten oder sogenannte "Intmuno-Sticks" verwenden. Alternativ konnen auch Konjugate des Li- 
ganden mil anderen bindefahigen Gruppen, wie z. B. Biotin, eingesetzt werden, Der Ligund laBl sich dann an Oberflii- 
chen immobiUsieren, die diese Gruppe selektiv binden, wie z. B. mit ^treptavidin oder Avidin beschichtete Mkrotiler- 

30 plalten oder paramagnetische Partikel. 

\&rhandene Proteinbindungsstellen an den mit dem Liganden besetzlen Oberflachen konnen mit den Rir ELISA-\fer- 
fahren bekannlen Bloekierungslosungen abgesiiUigL werden. AnschlieJBend werden die Phagemide beispielsweise in ei- 
nem physiologischen Puffer mit dem an der OberRiiche iiimiobilisierten Liganden in Konlakl gebrachl, Ungebundene 
Phagemide werden durch mehrfaches Waschen entfemt. Die an der Oberflache verbleibenden Phagemidpartikei werden 

35 anschlieBend eluiert. Zur Blution kann dei fiieie Ligand in geloster Fomi zugegeben werden. Die Phagemide konnen aber 
auch durch Zugabe von Ptoteasiai oder unter maBig denatuiierenden Bedingungen, z. B. in Gegenwart von Sauren, Lau- 
gen, Detergentien oder chaotropen Salzen, eluiert werden. Eine bevorzugte Methode ist die Elution mittels Puffbm mit 
pll 2,2, wobei das Eluat anschlieBend neutralisiert wird. 

Danach werden E. coli-ZeUen mittels allgeraein bekannter Methoden mit den eluierten Phagemiden infiziert. Die Nu- 

40 klcinsaurc kann auch aus den cluicrtcn Phagemiden cxtrahicrt, und auf andcrc Wcisc in die Tcllcn eingebracht werden. 
Ausgchcnd von don dabci crhaltcncn V.. coli-Kloncn werden durch Supcrinfektion mit M13-Hclforphagcn nach dem 
obMi beschriebenen Verfahren wiederum Phagemide erzeugt und die auf diese Weise vermehrten Phagemide. emeut einer 
Selektion an der Oberflache mit dem immobilisierlen Liganden unterworfen. Oft sind mehrere Selektionszyklen notwen- 
dig, um die Phagemide mit den Anticalinen in angereicherter Form zu erhalten. Die Anzahl der Selektionszyklen wild 

45 bevorzugt so gewShlt, dafi bei der anschiieBenden fvinktionellen Analyse mindestens 0,1% der untersuchten Klone Lipo- 
calinmuteine mit nachweisbarer oder bestimmbarer AfHratat zu dem vorgegebenen Liganden produzieren. Abhtogig 
vom Umfang, d. h. der Komplexitat der eingesetzten Bibliochek sind dazu typischerweise 2 bis 8 Zyklen notwendig. 

Zur fiinktionellen Analyse der selektienen Muteine wird ein E. coli-Stamm mit den nach den Selektionszyklen erhal- 
t£nen Phagemiden infiziert und die entsprechende doppelstrangige Phasmid-DNA isoliert. Ausgehend von dieser Phas- 

50 mid-DNA oder auch von der aus den Phasmiden extrahierten einzelstrangigeo DNA kann die Nukleinsauresequenz der 
selektieiten Lipocalinmuteine mittels der dazu liblichen Methoden besdmmt und die Aminosauresequenz daraus abge- 
leitet werden. Die mutierte Region oder die Sequenz des gesamten Lipocalinmuteins oder Anticalins kann in einem an- 
deren Expressionsvektor subklcniert und in einem geeigneten ■\Wrtsorganismus exprimiert werden. Als Expressionsvek- 
tor kann beispielsweise pBBP21 verwendet werden, und die Expression mit pBBP21-Derivaten kann in E. coU-Stam- 

.« men, beispielsweise R. coli-TGl, durchgefiihrt. werden. Die gentechnisch het^gestellten Anticaline konnen dutch ver- 
schiedene proteinchemische Verfahren gereinigt werden. Die beispielsweise mit pBBP21 produzierten Anticaline tragen 
das Affinitatspeptid vStrep-Tag H (Schmidt et al., .1. Mol. Biol. 255 (1996), 753--766) an ihrem G-lferminus und konnen 
dalier bevorzugt mittels der Streptavidin-Affinitatschromatographie gereinigt werden. 
Die Selektion kann ebenso mittels anderer Metlioden durchgefiihrt werden. Eine Vielzahl entsprechender Ausfiih- 

60 rungsformen ist dem Faclimann bekannt oder in der Literatur beschrieben. Auch eine Kombination von Methoden kann 
angewandt werden. Beispielsweise kormen Klone, die durch "Phage Display" selekdert oder zumindest angeieichert 
wurden, zusaizlich einem "Cblony Screening" untenogen werden. Diese Vbigehensweise hat den \brU;il, daB dabei di- 
rekt einzelne Klone hinsichllich der Produklion von Anticalinen mit nachweisbarer Bindungsallinilat fOr einen Liganden 
isoliert werden konnen. 

65 Neben der Verwendung von E. coli als Wiilsorganismus bei der "Phage Display"-Technik oder der "Colony Scree- 
ning"-Methodc lassen sich beispielsweise auch andere Bakteriens^nune^ Hefen oder auch Insekten- oder Saugerzellen 
dazu heranziehen. Ziisatzlich zur Selektion eines Anticalins aus einer primaren Bibliothek, die ausgehend von einer ko- 
dierenden Nukleinsauresequenz fur ein Lipocalin hergestellt wurde, kflnnen veigieichbare Methoden auch angewandt 
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werden, um ein Anticalin durch wiedeiiiolle, ggf, eingeschrankte Mutagetiese seiner kodierenden NukleinsSuresequenz 
hinsichtlich AfQnitat oder Spezifitat fUr den gewDnschten Liganden zu optimieren. 

Es isL uberrasdieiid, daB iiiiL dcm erlindimgsgeniUGen Vsrfahien AnLiualine gewunnen weiden kiinnen, die hohe AOH- 
nilal zu eineiii vorgegebenen Liganden zeigen. Mil den in den Beispielen beschriebenen Anlicjdinen wurden fUr ver- 
schiedene FLuoresceinderivate Biodungskonstanten bestimint, die melir als M"' betrugen. Diese Affinitatswerte lie- 5 
gen in derselben GroBenordnung wie die Atiinitaten der Lipocaline zu iliren natiirlichrai Liganden, beispielsweise von 
Rbp zu Vitamin A (Cogan et al., Eur. J, Biochem. 65 (1976), 71—78). Im Cjegensatzzu den natiiriichen Liganden der Li- 
pocaline, die in der Regel wasserunioslicli iind chemiscli unbestandig sind, iiandelt es sicii allerdings bei Fluorescein um 
eine relativ hydrophile Verbindung, die auch in immunologischen Studien als Hapten mit ModeUcharakter eingesctzt 
wurdc (Voss, Fluorescein Hapten: An Immunological Probe (1984), CRC Press). Zudem zeigt das Fluorescein mit dem 10 
BUivcrdin JXj, dcm urspriinglichcn Liganden dcs Bbp, kcincrici strukturcUc Vcrwandtschaft. 

Solclic mit den Anticalincn ciTiicIbarc Affinitatcn fiir ncuc Ligatidcn sind vcrglcichbar mit den Affinitatcn, wclchc fur 
AntikOrper aus der sekundarcn TiiiuiunariLwnrL bekannt sind, DarUber hinaus besteht zusatzlich die Mfiglichkeit, die her- 
gesiellten Anticaline einer weiicrcn. ggf. paniellcn ZufaUsmutagenese zu unieiwerfen, um aus der dabei erhaltenen 
neuen Bibliotiiek Varianten mit noch iiotierer Affinitat zu selektieren, Bntsprechende Vorgehensweisen wurden bereits im is 
Fall rekombinanter Antikorperfragmente zwm Zweck einer "Afflnitatsmaturierung" besclirieben (Low et al., supra; Bar- 
bas und Burton, Trends Bioieclmol. 14 (1996), 230-234) und lassen sicli vom Fachniann auch auf die Anticaline in ent- 
spiechender Weise anwenden. 

■ t]terraschenderweise zeigte sidi weiterhin, daB die vier Peptidschleifen, welche die Liganden-Bindungstasche der Li- 
pocaline bilden, hohe 'ibleranz fiir Aminosauresubsdtutionen auf weisen, ohne dalJ die Faltung der Polypeptidkette in den 20 
gewonnenen AnticaUnen dadurch wesentlich beeintrachtigt wird. Dementspiechend ist es moglich, Anticaline zu gene- 
rieren, die Bindungstaschen mit vielfaltigen Oberfiacheneigenschaften aufweisen, so daB die moiekulare Erkennung von 
unterscliiedhchsten Liganden, auch von Peptiden oder Polypeptiden sowie anderen Makromolekiilen, reaUsiert werden 

Ist die genetische Information fiir ein Anticalin erst einmal vorhanden oder seine Aminosauresequen? bekannt, so laBt 25 
es sich mit allgemein bekannten gentechnischen Verfahren produzieren. Bevorzugt sind Verfahren zur Herstellung von 
Andcalinen, wobei das Anticalin, ein Fragment des Anticalins oder ein Fusionsprotein aus dem Anticalin und einem an- 
deren Polypeptid ausgehend von der fOr das Anticalin kodierenden NukleinsSure mittels genteciinischer Methoden In ei- 
nem bakleriellen oder eukaryondschen Wirtsotganismus produziert und aus diesem Wirtsoiganismiis oder dessen Kultur 
gewonnen wird. Die T^tsache, da/J dabei in der Regel nur ein Strukturgen zur Expression gebracht werden mu8, stellt 30 
eine erhebliche Vereinfachung im Vergleich zu den Antikorpem oder ihren Fragmenten dar. 

Bine Vielzahl von Wirtsorganismen, wie E. coli und andere Gram-negative oder aut:h Gram-positive BakLerien, Helen 
und andere eukaryontiKche Zellen, kann zur gentechnischen Herstellung eingeseLzl werden. Auch die Wahl zwischen di- 
versen Expressionsstrategien ist mogiich. So fiihrt beispielsweise im Wirtsorganismus E. coli die Sekretion mit eiiier ge- 
eigneten Signalsequenz, wie in den Beispielen bescluieben, zuni kon-ekt gefalteten, fmiktionellen Protein, in dem die 35 
Disuifidbindungen ausgebildet sind. Andererseits ist es ebenfalls moglich, ein Anticalin im Cytosol einer Bakterienzelle 
zu produzieren und, falls das Lipocalin im Cytosol nicht funkdonell gefaitet wird, dieses erst in vitro funfctionell zu fal- 
len. Selbst eine Faltung aus Aggregaten, welche sich bei der Sekretion ggf im Peri plasma des Bakteriums ansammeln, ist 
moglich. 

Gcntcchnisch hergcstclltc Aniicalinc konncn riiitldK ciricr Vicl/.ahl ctabiicrlcr Methoden gcrcinigt wcrilen. Die Fig- 40 
nung der Mcthodc hangt jcwcils vom vcrwcndctcn Wirtsorganismus, der Exprcssion.sstratcgic und andcrcn Faktorcn ah, 
die dem in der Expression und Reinigung rekombinanter Proteine erfahrenen Fachmann bekannt sind, Die Reinigung 
kann ggf. veteinfaclit werden, indem das Andcalin mit einer oder mehreren Peptidsequenzen fusioniert wird. Bevorzugt 
sind zur Fusion solclie Peptide oder Proteine zu verwenden, die dem resulderenden rekombinanten Protein Aflinitat zu 
bestimmten Saulenmaterialien vetleihen. Solciie Fusionen sollten die Funkdon des Anticalins nicht negariv beeinflussen 45 
Oder mllssen z. B. durch Einfugung geeigneier Proteaseschnittstellen abspaltbar sein. Als typische Beispiele fiir Fusions- 
partner seien Oligohistidin-Anhiingsel, das Strep-1^ oder das Strep-Tag II, die GLutathion-S-Transferase, das Maltose- 
Bindungsprotein oder die Albuniin-Bindungsdomane des Protein G genannt. Ebenso konnen Anticaline ubet ihre jewei- 
lige Liganden-Bindungsstelle mittels einer Affinitatschromatographie an dem an einer Saulenmatrix inunobilisierten zu- 
gehorigen Liganden, bzw, geeigneten Derivaten dieses Liganden, gereinigt werden. Der Autbau der Anticaline aus einer 50 
einzekien Polypeptidkette ist im Vergleich mit rekombinanten Antikorperfragmenten bei der Reinigung von VorteiL, da 
keine MaBnahmen ergriffen werden miissen, um die intakte Assoziadon von Untereinheiten zu gewahrleisten. 

Die Struktur eines Anticalins kann zum Zweck der verbesserten Produkdon, Reinigung oder Anwendbarkeit zusatz- 
lich modifiziert werden. So kann beispielsweise das N- oder das C-terminale Peptidsegtnent, welches nicht Bestandteil 
der p-Barrel-Struktur ist, entfemt werden. 'Sforhandene Disuifidbindungen konnen durch Substitution der CysteinresTB 55 
eliminiert, oder neue Disuifidbindungen konnen an anderer Stelle eingeftihrt werden. Fteie f'ysteinreste, wie der Rest 
1 16 im ApoD, konnen entfernt werden, wenn sie z. B. die Produktion oder die LStabilitat des Anticalins beeinttachdgen. 
Ggf. fcannen auch Cysteinreste neu eingefiihrt werden, um z, B. encsprechende Proteinkonjugate durch chemische Kopp- 
lung mit anderen Komponenten herzusteUen, Auch konnen auflerhalb der eigentlichen Ligandenbindungstasciie Bin- 
dungssteJlen fiir weitere Liganden, wie z. B. MetaLionen, in das Andcalin eingebaut werden. SchlieBlich konnen auch zu 6o 
anderen Zwecken als der Proteinprodukdon oder -reinigung Fusionsproteine aus Andcalinen und anderen Polypeptiden, 
Proteinen oder Proteindoiiianen luittels deiu Fachmann bekannler Methoden heigesLellt werden. Die Fusion kann bevor- 
zugt am N-Tt;niiinus oder auch am C-lteminus des Anticalins erfolgen. 

Derartige Fusionen konnen geeignet sein, um dem Anticalin neue Eigenschaften zu vermitteln, wie z, B. enzymadsche 
Aktivitat oder Aflinitat zu anderen MoLekiilen, wie Froteinen, Makromolekiileii oder niedermolekularen liganden. Bei- 65 
spielsweise sind Fusionen rait Enzymen, welche chiomogene oder fluorogene Reaktionen katalysieren oder zur Fredset- 
ziing von cytotoxischen Agenzien dienem konnen, mfiglich. Weitere Beispiele fur Pnasionspartner, die in der Praxis von 
Vorteil sein konnen, sind Bindungsdomanen wie die Albumin-Bindungsdomane voo Ptotedn G, Protein A, Antikorper^ 
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fragmente, Oiigomerisierungsdomanen, Tbxine oder auch Anticaline mh anderer oder derselben Ligandenspezifltat. Al- 
temativ zur HecstelLung von Fusionsproteinen k5mien auch Konjugate aus Anticalinen und Frnteinen, Nukleinsauren 
odor niihezu beliebigen BiomolekiilBn und chemiiichen \%:rbindungen anhand deui Pachmaan bekannler MeLhoden ber- 
gesLelll weiden. 

5 Anticaline und ihre Derivate konnen ahnlich wie die Antifcorper oder deren Fragmente in vielen Bereiclien eingesetzt 
werden. Bevorzugt werden Anticaline verwendet zur Bindung an eine Festphase, so dal3 der Ligand des AnticaUns oder 
ein Konjugat oder Fusionsprotein dieses Liganden immobilisiert oder abgetrennt werden kann. Weiterhin bevorzugt ist 
die Verwendung von Anticalinen zur Markiening mit einem Enzym, einem Antikorper, einer radioaktiven Substanz oder 
einer anderen Gruppe mit einer biocheniisclien Aktivitat oder mit definierfen Bindungseigenschaften, so daB der Ligand 

10 des Anticalins oder ein Konjugat oder Fusionsprotein dieses Liganden damit nachgewiesen oder in Kontakt gebracht 
werden kann. Anticaline konnen bcispiclswcisc zum Nachwcis chcmischcr Strukturcn mittcls ctabUcrtcr bioanalytischcr 
Mcthodcn wio ELIlSA oder Wcstcmblot, in der Mikroskopic oder in der Immunscnsorik dicncn. Das Nachwoissignal 
kann dabei entweder direkt unter Binsate eines geeigneten Anticalinkonjugats oder -fiisionsproteins erzeugt werden oder 
indirekt durch Detektion des gebundenen Anticalins mittels eines dagegen gerichteten Antikorpers oder z, B, unter Ver- 

15 wendung eines Afflnitatsanhangsels. 

Bevoizugle Liganden fur Anticaline sind einerseits chemische Verbindungen in freier oder konjugierter Form, die 
Merkmate eines immunologischen Haptens aufweisen, und andererseits Peptide, Polypeptide oder andere Makromok- 
kiile wIe auch entsprechende Konjugate davon. Ein interessantes Anwendungsgebiet ist der Einsatz der Anticaline zum 
Zweck des Nachweises von nicht radioakuv marfcierten Biomolekiilen, insbesondere Nukleinsauren. So sind zum Bei- 

20 spiel chemisch reaktive Derivate des Fluoresceins zur Markierung von Proteinen oder von Nukleinsauren kommerziell 
verfiigbar, und auch Veifahren zum Einbau von Huoresceingruppen bei cer Synthesc oder RcpUkation von Nukleinsau- 
ren sind bekannt. Entsprechend modifizierte Nukleinsauren lassen sich als speiifische Gensonden venvenden und an- 
schlieBend tnit den in den Beispielen beschriebenen Anticalinen nachweisen. 

Zalilreiche Anwendungsmoglichkeiten fiir die Anticaline liegen in der Medizin. Nehen dem Rinsatz in der Diagnostik 

25 konnen auch Anticaline hergestellt werden, welche beispielsweise gewehs- oder tumorspezifische zellulare Oberflachen- 
molekiile binden. Entsprechende AnticaUne konnen in konjugierter Form oder als Fusion sproteine zum '"Ibmor Ima- 
ging" Oder direkt zur Krebstharapie eingesetzt werden. Zur Herstellung solcher Anticaline kann es zweckmaBig sein, von 
einem menschlichen Lipocalin auszugehen, wie z. B. dem Rbp oder dem ApoD Die geringe Grofie der Anticaline oder 
ihrer Derivate hat dabei gegenuber den Antikorpem neue und vorteilhafte Eigenschaften zur Folge, 

30 Die Erftndung wird weiter veranschaulicht durch die nachstehenden Beispiele und die beigefligten Zeichnungen, in 
denen: 

Fig. 1 die inolekulani RauuislruktLir des Bbp mil sdnem Liganden Biliverdin IXy scheinatisch darstellt (A) und die 
rUuniliche Position detjenigen Aminosauren angibt (B), die bevorzugt Gegenstand der Mutagenese zur Herstellung von 
Anticalinen sind; 

35 Fig, 2 die Topographic der Polypeptidkette fiir die Liganden-Bindungsstellen von Antikorpem (A) und von LipocaU- 
nen (B) miteinander vergleicht; 

Fig. 3 die Aminosaui-esequenzen verschiedener LipocaUne gegeniiberstellt; 

Fig. 4. die Herstellung der Bibliothek derLipocalinmuteine auf derEbene der Nukleinsauren scliemaliscb veranschau- 
licht; 

40 Fig. 5 (Icn Phasniidvcktor pBBP2(l schcmatisch wicdcrgibt; 

Fig. <> die Express ionsvcktorcn pHBP21 (A) und pBB?22 (B) schcmatisch darslcitt; 
Fig, 7 die Bindung eines Peptids durch Anticaline in einem ELISA demonstriert. 

Fig, 1 zeigt die Kristallstruktur des Bbp patei LBBP aus der Brookhaven Protein Data Bank; Molektil A), die mit 
Hilfe des Programms MOLSCRIPT (XrauUs, J. Appl. Ctyst. 24 (1991). 946-950) graphisch dargestellt wuide. In (A) 

45 sind der gebundene Ligand wie auch die beiden Disulftdbindungen in dem Polypeptid als "Ball and Stick" wiedeigege- 
ben (Kohlenstoff: schwarz; Sdckstotf, Schwefel: dunkelgrau; Sauerstoff: heUgrau). Die einzelnen P-Faltblaltstrange sind 
als Bander und die a-Hehx ist als Spirale abgebildeL Die kelchartige Form der Liganden-BindungssteUe ist oben am of- 
fenen Ende des aus den acht antiparallelen )J-Faltblattstrangen gebildeten p-Barrels zu erkennen. In (B) sind die C^-Po- 
sitionen der Aminosauren als enllang der Polypeptidkette miteinander verbundene Kugeln wiedergegeben, Der N- und 

SO del C-Terminus des Polypeptids ist markiert. Die schwarz dargestellten C"-Positionen sind mit den Sequeuznumniern 
bezeichnet und gebeu die Lage der in den Beispielen mutierten Aminosauren in der Struktur des Bbp an. 

Fig. 2 zeigt eine Aufsicht (A) auf die Antigen-Bindungsstelle im Fv-Fragment eines Immunglobuiins, welche gemein- 
sam von den variablen Domanen VL und VII gebildet wird, und (B) auf die Liganden-BindungssteRe eines Lipocalins. 
Die P-Faltblattstrange sind jewetls angenahcrt senktecht zur Papierebene angeordnet und als Balken datgestellt. Die 

.55 sechs CDRs (T- 1 , T.2, T-3, HI , H2, H3) im Tmmunglobulin sowie die vier Pbptidsclileifen im Lipocalin verbinden jewdls 
zwei P-Faltfalattstrange miteinander. Die anderen Verbindungssegmente und Strukturelemente sind weggelassen. 

Fig. 3 zeigt einen Sequenzvergteich (Angabe der Aminosauren im Einbuchstaben-(!tode) zwischen deni Bilin-Bin- 
dungsprolein (SWISS-PROT Datenbank Zugriftsccde P09464), dem menschlichen Apolipoprotein D (SWISS-PROT 
Datenbank-Zugriffscode P05090) und dem Retinol-Bindungsprotein (SWISS-PROT Datenbank-Zugriflfscode P02753) 

60 in Form der maturen Polypeptide. Die £ch[ Segmente im Bereich des p-Barrels, welche den konservienen p-Faltblatt- 
strangen entsprechen und in den Kristallstrukturen von Bbp und Rbp groBe Ahniichkeit aufweisen, sind durch Unter- 
streichung hervorgehoben. Die Schleifenregionen, in denen Aminosauren bevorzugt ausgetauscht werden sollen, sind 
unterhaib der Sequent des Bbp durch doppeltes UntersLreichen gekennzeichnet. Diejenigen Positionen un Bbp, welche 
in den Beispielen mutiect wurden, sind zusatzUch durch Sterne markiert. Das Alignment zwischen den Sequenzen von 

65 Bbp und ApaD entspricht detjenigen in der Publikation von Peitsch und Boguski (New Biologist 2 (1990), 197-206). 
Fig. 4 zeigt scheniatisch eine Strategie zm- konzeitieiten Mutagenese von 16 ausgewahlten Aminosam-epositionen im 
Bbp durch wiederholte Anweadung der Polymerase-Kettenrealction (PCR). Fiir jede der vier Peptidschleifen des Lipo- 
calins, in der Aminosauren mutiert weideai sollten, wurde ein Oligodesoxynukleotid synlhetisiert, SEQ ID NO: 1, SEQ 
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ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 und SEQ ID NO: 4, wobei an den MutationssCellen jeweils die im SequenzprotokoU angege- 
benen Mischungen der Basenbausteine eingesetzt wurden. Aufgrund der gewahlten Zusammensetzung konnte an alien 
EiLUtierlen Codons aus den drei imigesaml moglichen Slopcodons ggf. nur das Aiiiber-Slopcodon, TAG, enLstehen, wel- 
ches m den zur Genexpression verwendelen E. coli supB-SLiimmen XLl-Blue oderTGl als Glulaiiiin LKinslatierL wild. 
Fiir bestimmtE Anwendungen, beispielsweise zur Genexpression in anderen BakJerienstanimen oder Organismen, kann S 
ein solches Nonsense-Codon, wenn es im Stmktuigen fiir ein selektiertes Anticalin auftritt, vom i-'achmann z. B. mittels 
ortsgerichteter Mntagenese diirch ein fiir Giutamin kodierendes Codon substituiert weiden, Mit den Primem SEQ ID 
NO: 1 und SEQ ID NO: 2 wurde iinter Verwendung der pBBP20-Plasmid-DNA (SEQ ID NO: 10), die das Bbp-Stnik- 
tuigen enthalt, als Matrize ein Nukleinsaurefragment mit 159 Basenpaaren amplifiziert (1. Schritt, A). Parallel dazu 
wurde mit den Primem SEQ ID NO: 3 und SEQ ID NO: 4, ebenfalls unter \ferwendung von pBBP20 als Matrize, ein Nu- lO 
klcinsaurcfragmcnt rait 164 Basenpaaren amplifiziert (1. LSchritt, B). Die Mischung dicscr bcidcn Fragments; dionto als 
Matrize in cinom 2. Ampliflzicrungsscliritt in (icgcnwart oinos mit den bcidcn R-agmcnlon hybridisicrcndcn Oligodcsox- 
ynukleotids SEQ ID NO: 5 sowie der beiden flankierenden PCR-Primer SEQ ID NO: 6 und SEQ ID NO: 7, wobei ein 
Genfcagment von 371 Basenpaaren erhalten wurde. Dieses enthiek alle 16 mutierten Codons und wurde anschliefiend 
mittels der beiden BstXI-Schnittstellen in dem Vektor pBBP20 kloniert. Die Verwendung dieser beiden Restriktions- 15 
schnittstelleQ, die durch ihre spezielle Anordnung beim Restriktionsvendau zu zwei nicht kompatiblen iiberhangenden 
DNA-Enden fiihrten, ermoglichte eine besonders effiziente Legierung. Zur Snftihrung der beiden BstXI-Schnittstellen 
in das Bbp-Strukturgen waren zuvor die beiden Aminosauresubstitutionen Asn21 zu Gin und Lysl35 zu Met gegeniiber 
der ursprunghchen Sequenz vorgenommen worden. 

Fig. 5 zeigt eine Zeichnung von pBBP20, Dieser Vektor kodiert fiir ein Fusionsprotein aus der OmpA-Signalsequenz, 20 
einem veninderten Bbp mit den vier AminosauL-esubstitutionen Asnl zu Asp, Asn21 zu Gin, Lys87 zu Ser und Lys]35 zu 
Met, dem Strep-Tag II-Affinitatsanhangsei und einer verkiirzten Form des Iltillproleins pIU von M13, umfassend die 
Aminosaureti 217 bis 406 (pDI). Das Struktmgen steht unter derTranskriptionskontroUe des TetracycUn-Promolor/Opc- 
rators (tet.P'°) und endet am Lipoprotein-Transkriptionsterminator (tipp), Weitere FJeinente des Vektors sind derReplika- 
tionsursprung (ori), die intergenische Region des filamentosen Bakteriophagen fl (f i-IG), das fiir die ji-LactaiTiase ko- 25 
dierende Ampicillin-Resistenzgen (bla) und das Tetracyclin-Repressorgen (tetR). Zwischen der kodierenden Region fUr 
das Bbp mit der OmpA-Signalsequenz und dem Strep-Tkg II sowie dec kodierenden Region fiir das verkiirzte Phagen- 
hUllprotein pm beflndet sich ein Amber-Stopcodon, welches in einem Ambei-Suppressor-'Wirtsstamm teilwdse Uberle- 
sen wird. Die beiden BstXI-Schnittstellen, die zur Klonienmg der mutierten Geokassette verwendet wurden, und die das 
Strukturgen flankierenden Restrlktlonsschnittstellen sind marklert. Ein relevanter Ausschnitt aus der Nukleinsaurese- 30 
quenz von pBBP20 ist mit der kodierten Aminosauresequenz im SequenzprotokoU als SEQ ID NO: 10 wiedergegeben. 
Der Aiisschniti beginnt mit einer Hexanukleolidsequenz, die durch Legierung eines Xbal-tJberhangs mit einem dazu 
kotiipleinentiiren Spel-tJberhang erhalten wurde, und endet init der HinclID[-St;hniU.sleUe, Die \feklorelemente aufierhalb 
dieses Bereichs sind identisdi mit dem Vektor pASK75, dessen voUstandige Nukleotidsequenz in der Offenlegungs- 
schrift DE 44 17 598 Al angegeben ist. 35 

Fig, 6 zeigt eine Zeichnung von pBBP21 (A) und von pBBP22 (B). pBBP2l kodiert fiir ein Fusionsprotein aus der 
OmpA-Signalsequenz, einem veranderten Bbp gemaB Fig. 5 und dem Strep-Tag n-Affinitatsanhangsel. Dieses SU'uktur- 
gen wird von dem dsbC-Strukturgen (einschlieBhch dessen ribosomaler BindungssteUe) aus E, coli (Zapun et al., Bio- 
cliemistry 34 (1995), 5075-5089) als einem zweiten Cistron gefolgt. Das dadurch gebild^ kiSnstUche Operon steht un- 
ter gcmcinsamcr Transkriptionskontrollc des Tctracyclin-Promotor/Opcrators (tdP'") und endet am T.,ipoprotcin-Tran- 40 
skriprionstcrminator (t.]^). Allc wcitcfcn gcnctischcn Elcmcntc sindidcntisch mitpBBP20gcmaB Fig. 5. Die mir.dcr Ko- 
sekredon verbundene Uberproduktion der bakteriellen Disuliidisomerase DsbC kann die Kniipfung der richtigen Disul- 
fidbriictcen in dem Lipocalin unterstutzen und so die Ausbeute an korrekt gefaltetem Polypeptid steigera. AUerdings ist 
die Produktion des UpocaUns oder der Anticaline auch ohne diese MaBnahme m5glich. Ein relevanter Ausschnitt aus der 
Nukteinsauresequenz von pBBP21 ist mit der kodierten Anninosauresequenz im SequenzprotokoU als SEQ ID NO: 11 45 
wiedergegeben . Der Ausschnitt beginnt mit der Xbal- Schnittstelle und endet mit emem Hexanukleotid, das durcli Legie- 
rung eines stumpfen Strangendes mit einem aufgefiillten HindHI-Strangende erhalten wurde, wobei die urspriingliche 
HindUI-Sehnittstelle verloren ging. Die Vektorelemente auBerhalb dieses Bereichs sind identisoii n)it dem Vektor 
pASK75, dessen voUstandige Nukleotidsequenz in der Offenlegungssciirift DE 44 17 598 Al angegeben ist. pBBP22 
kodiert fur ein Fusionsprotein aus der OmpA-Signalsequenz, einem veiandeiten Bbp gemali Fig, 5, dem Strep-Tag 11-Af- 50 
finitatsanhangsel und einer Albumin-Bindungsdomane (abd) des Protein G aus Streptococcus (Kraulis el al., FFBS Lett, 
378 (1996), 190-194). AlLe weiteren genetischen Elemente sind identisch mit pBBP20. Ein relevanter Ausschnitt aus der 
Nukteinsauresequenz von pBBP22 ist mit der kodierten Aminosauresequenz im SequenzprotokoU als SEQ ID NO: 12 
wiedergegeben. Der Ausschnitt beginnt mit der Xbal-Schnittstelle und endet mit der HindHI-Schnittsfelle. Die \fektor- 
elemente auUerhaib dieses Bereichs sind identisch mit dem Vektor pASK75, dessen voUstandige Nukleotidsequenz in 55 
d« Offlenlegungsschrift DE 44 17 598 Al angegeben isL 

Fig. 7 zeigt eine graphische Darslellung der Daten aus Beispiel 7, in der ein synthetisiertes Peptidepilop des Hepatitis 
C- Virus mit den AnticaUnen HepCl (Quadrate) und HepC4 (Kreise) in einem EUSA nachgewiesen wurde. Zum \fer- 
gieich sind die mit dem Bbp (Dreiecke) erhaitenen Werte aufgetragen. "C" steht fiir die lelative Proleinkonzentratlon in- 
nerhalb jeder Verdilnnungsreihe. 60 

Beispiele 

Beispiel 1 

63 

Hersteilung einer Bibliothek fur Lipocaiinmutedne 
Sctfem nicht auders angegeben, wurden die dem Fachmann gelaufigen gentechnischen Methodeti, wie sic z. B. in 
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Sambrook et al, (Molecular Cloning. A Laboratory Manual (1989), Cold Spring Harbor Press) beschiieben sind, verwen- 
det. 

Zur konzerderLen Mutagenese von insgesairtL 16 ausgewiLhllen Aillinosaureposilionec in den vierPeplidschleifen des 
Bbp wurde die PGR in mehreren Schrilten geinaB Fig, 4 angewandL, Die PCR-Reaklionen wurden in den erslen beiden 
5 Amplifizierungsscliritten in einem Volumen von 50 ixl durchgefuhrt, wobei 10 ng pBBP20-Plasmid-DNA als Matrize so- 
wie jeweils 25 pmol der Primer, welche nacli der iiblichen Phosphoramitid-Methode syntlietisiert worden vvaren, einge- 
setzt wurden. Zudem enthielt derReaktionsansatz 5 nl 10 X Taq-Puffer(100 nsM Tris/HCi pH 9,0, 500 mM KCl, 1% v/v 
Triton X-100), 3 ^1 25 mM MgCl2, 4 ^1 dNTP-Mix (2,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP). Nach AuffiiUen mit Wasser 
wurde der Ansatz mit Mineralol iiberschichtet und in einem programmierbaren Thermostatisierblock fur 2 min auf 94°C 
10 erhitzt. AnschlieBend wurden 2,5 u Taq DNA-Polymerase (5 u/jit, Promega) zugegeben und 20 Temperaturzyklen von 
1 min bci 94°C, 1 min bci 60°C, 1,5 min bci 72°C, gcfolgt von cincr Inkubation fiir 5 inin bci fiO^C^ durchgefuhrt. Die 
gcwiinsclitcn Amplifizicrungsproduktc wurden durch praparativc Agarosc-CJclclcktrophorcsc untcr \brwcndung dcs Jct- 
soA DNA Extraction Kits (Genomed) nach den Angaben des Herstellers aus Low Melting Point Agarose (Gibco BBL) 
isoliert. 

15 Der darauffolgende Amplifizierungsschritt wurde in einem 100 jjI- Ansatz durchgeflllirt, wobei jeweils ca. 6 ng dieser 
beiden Fragmente als Matxize, je 50 pmot der beiden Primer SEQ ID NO: 6 und SEQ ID NO; 7 sowie 1 pmol des Oligo- 
desoxynukleotids SEQ ID NO: 5 eingesetzt wurden. Die restlichen Komponenten des PCR-Ansatzes wurden wie in den 
vorangegangenen Amplifizierungsschritten mit der doppelten Menge zugesetzt. Die PCR fand bei 20 Temperaturzyklen 
von 1 min bei 94"C, 1 min bei 55"C, 1,5 min bei 72"C stall, gefolgt von einer abschlieBenden Inkubation ffir 5 miu bei 

20 60"'C. Das erwartete Fragment wurde emeut durch praparative Agarose-CJelelektropIiorese isoliert. 

Zur Klonierung dieses Fragments, welches die BibUothek der Lipocalinmuteine in Form der Nukleinsaure reprasen- 
tierte, wurde es zunachst mit dem Resorikiionsenzym BstXI (New England Biolabs) nach den Angaben des Herstellers 
geschnitten. Die Reitiigung des erhaltenen Nukleinsaurefragments (335 Basenpaare, bp) erfolgle wiederum mittels pra- 
parativer Agarase-Gelelektrophorese. Analog wurde die DNA des Vektjors pBBP20 mit BstXT geschnitten und das gro- 

a Bere der beiden Fragmente (397 1 bp) isoliert. 

ZurLegierung wurden 0,93 |ig (4,2 pmol) des P(3l-Fragments und 11 |ig (4,2 pmol) des Vektorfragments in CJegen- 
wart von 102 Weiss Units T4 DNA-Ligase (New England Biolabs) in einem (lesamtvolumen von 500 ]il (50 tuM Tris/ 
HCl pH 7,8, 10 mM MgCla, 10 mM DTT, 1 mM ATP, 50 ng/ml BSA) fUr zwd Tage bei 16°C inkubiert, AnschlieBend 
wurde die DNA gefallt, indem jeweils 24 pi des Legierungsansatzes mit 10 jig tRNA aus Hefe (Boehringer Mannheim), 

30 25 nl 5 M Ammoniumacetat und 100 nL Ethanol versetzt wurden, Nach Inkubation bei -20°C fur drei Tage wurde zen- 
tri&giert (25 min, 16 000 g, 4°C). Das Prazipitat wurde mit jeweils 200 jil Ethanol (70% v/v, -20°C) gewasclien und un- 
Ler Vakuum gelroeknet. Die DNA wurde schlieBIich in 43,6 jjI 13/10 (1 niM Tris/HCl pH 8,0, 0,1 niM EDTA pH 8,0) 
aufgenommen. Die DNA-Kon^entradon der erhallenen Losung wurde durch analylische Agarose-GelelekSrophorese un- 
hand der Fluoreszenzintensitat der mit Ethidiumbromid angefarbten Banden im \fergleich mit einer Probe bekannter 

35 Konzentration abgeschatzt. 

Die Praparation elektokompetenter Zeilen des E. coM K12-Stamms XLl-Blue (Bullock et al., supra) erfolgte gemaB 
den von Tung und Chow (Trends Genet. 11 (1995), 128-129) und von Hengen (Tftends Biochem. Sci. 21 (1996), 75-76) 
beschriebenen Methoden . 1 1 LB-Medium wurde durch Zugabe einer stationaren XLl-Blue Ubernachtkultur auf eine op- 
tische Dichte bei 600 nra, ODajo = 0,08 eingesteUt und bei 200 Upm und 26°C in einem 2 1-Erlenmeyer-Kolben inku- 

40 biol. Nach Erroichcn von ODsw) = 0,6 wurdo die TCultnr fiir 30 min auf His gckOhlt und anschlicRcnd fur 1 5 min bci 
4000 g und 4°C wntrifugicrt, Da.s Zcllscdimcnt wurde zwoimal mit. jeweils 500 ml ciskaltcm 10% w/v Glycerin gowa- 
schen und schlieBIich in 2 ml eiskaltem GYT-Medium (10% wfy Glycerin, 0,125% w/v Hefeextrakt, 0,25% w/v Trypton) 
resuspendiert. 

Zur ElekdroporatioQ wurde das Easyjec T Basic System (EquiBio) mit den dazugehorigen Kuvetten (Elektrodenab- 
45 stand 2 mm) verwendet. AUe Arbeitsschritte wurden im Kiihkaum bei 4°C durchgefiihrt. Jeweils 5 bis 6 )il der oben ge- 
nannten DNA-Losung (245 ng/)il) wurde mit 40 nl der ZeUsuspension gemischt, 1 min auf Eis inkubiert und anschlie- 
Bend in die Kuvette uberfuhrt. Nach der Elektroporadon wurde die Suspension sofort in 2 ml frisohem, eiskaltem SOC- 
Medium (2% w/v Trypton, 0,5% w/v Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 10 mM MgSQ,, 10 niM MgChJ verdiinnt und fiir 
CO niin hei 37"C und 200 Upm geschuttelt. Die Zeilen wurden anschliefiendjeweils fiir 2 min bei 3000 g seditiientiert, iji 
50 1 ml LB-Medium mit 100 |ig/ml Ampicillin (LB/Amp) resuspendiert und zu je 200 nl auf Agar-Platten (140 mm Durch- 
messer) mit LB/Amp-Mediuni ausplattiert Unter Hinsatz von insgesamt 10,7 pg der ligierten DNA wurden auf diese 
Weise mit acht Elektroporationsansatzen 3,73 • 10* Transformanden erhatten, die auf 40 Agar-Platten verteilt waren und 
gemaB Beispiel 2 weita- verwendet wurden. 

5.5 Beispiel 2 

Phagemidprasentation und Selektion von Anticalinen gegen Fluorescein 

Die auf LB/Amp- Agar ausplatrierten Zeilen, welche mit den Phasmidvektoren transf ormiert waren, die fiir die Biblio- 
60 thek der Lipoc ali nmuteine als Fusionsproteine kodierten, wurden fiir 14 h bei 32°C inlcubiert. Dann wurden die Kolonien 
unter Zusatz von je 10 ml 2 x YT/Amp-Medium vco den Agar-Platten abgeschabt, in einen sterilen Erletimeyerkolben 
tiberriihri und zur vollsUlndigen Resuspendierung fur 20 min bei 37°C, 200 Upm gpschilltelL. 500 ml auf 37°C vorge- 
warmles 2 X YT/Amp-Medium wurden mil 2,3 ml dieser S uspension inokulierl, so daB die Zelldichle OD550 bei 0,08 lag. 
Diese Kultur wurde bei 37"C, 160 Upm bis zu einer ZeHdichte von ODssn = 0,5 inkubiert, mit VCS-M13 Helferphage 
65 (Stratagene) inhziert (MultipHcity of Infection ca. 10) und fur weitere 30 min bei 37°C, 160 Upm geschuttelt. Anschlie- 
Bend wurde Kanamycin (70 pg/mi) zugegeben, die Inkubatortemperatur auf 26''C emiedrigt und nach 10 min mit 25 pg/i 
Anhydrotetracyclin (250 pi einer 50 pg/ml-Stammlosung in Dimethylformamid, DMF) zur Induktion der Genexpression 
versetzt. AnschlieBend wurde fiir weitere 7 h bei 26°C, 160 Upm inkubiert. . 
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50 ml wurden aus dieser Kultur entnommen und die Zellen durch Zentriftigation ( 15 min, 12 000 g, 4°C) sedimentiert. 
Der trberstand, der die Phagemidpardkel enthielt, wurde sterilflltriert (0,45 um), mit 1/4 \blumen (12,5 ml) 20% w/v 
PEG 8000, 15% w/v NaCI verselzt und Uber Nachl bei 4°C inkubieil. Nach ZeoLrifugalion (20 min, 18000 g, 4°C) wur- 
den die prdzipilierlen Phagemidparlikel m 2 ml kalfem PBS (4 iiiM KH2PO4, 16 iiiM Na2HP04, 115 iiiM NaCl, pH 7,4) 
gel5st. Die Ixsung wurde fiir 30 nun auf Eis iakubiert und auf zwei 1,5 nil-ReaktionsgefaBe verteilt. Nach Abzentrifii- s 
gieren ungeloster Bestandteile (5 min, 18 500 g, 4°C) wuide der Uberstand jeweils in ein neues ReaktionsgefaB iiber- 
fuhrt. 

Zwremeuten Fiiliung derPhagemidpaitikel wurde mit 1/4 Volumen 20% w/v PEG 8000, 15% w/v NaCl gemischt und 
fiir 30 bis 60 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugadon (20 nun, 18 500 g, A''C) wurde der Uberstand entfemt und die 
prazipitierten Phagemidpartikfil in insgesamt 1 ml PBS gelost. Nach Inkubation fiir 30 min auf Eis wurde die Losung 10 
zcntriftigicrt (5 rain, 18 500 g, A°iV) und der t Jbcrstand mit den Phagcmidpartikcln dirckt fur die Affinitatsanrcichcrung 
cingcsctzL 

Zur AfEunitiilsanreicherung der die Anticaiin-Fusionsproteine tragenden rekombinanten Phagemide wurden Xmmuno- 
S ticks (NUNQ verwendet. Diese wurden iiber Nacht mit 800 (il eines Konjugats aus Rinderserum-Albumin (BSA) und 
4-Glutarylamido-fl.uorescein (100 (Jg/nil) in PBS beschichtet. 15 

Zur Herstellung des Konjugats wurde 4-Amino-fluorescein (FLuoresceinamin Isomer I, Fluka) zunSchsl mil einem 
funfzehnfachen molaren UberschuB an Glutarsaureanhydrid bei pH 7,0 gemaB der Arbeitsvorschrift von Ogano et al. 
(Carbohydrate Res. 105 (1982), 09-85) unigesetzt, um spater die sterische Zuganglichkeit der Fluoresceingruppe zu ge- 
walirLeisten. Das Reaktionsprodukt 4-Glutarylamido-fluorescein, welches eine zur Kopplung mit dem BSA geeignete 
Caibonsauregruppe an einer aliphatischen Seitenkelte trug, wurde anschlieBend durch Umkriscallisieren aus Accton/ 20 
Wasser gereinigt. Fine Losung von 17,3 mg (37,5 fjmol) dieser Substar.z in 25 id DMF' wurde dann zur Aktivierung mit 
4,31 mg (37,5 |jmol) N-IIydroxysuccinimid in 25 \\i DMF sowie mit 1,1 mg (37,5 (jmol) l-Ethyi-3-(3-dimethylaniino- 
propyl)caTbodiimid versetzt. Der Ansatz wurde fiir 1 h bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. 20 i^il dieser Losung wurden 
mit e'iner T,osung von 1 0 mg BSA in 980 |j1 5% w/v NaHCOs pH 8,1 versetzi und fiir 3 h bei RT inkubiert. Nach Ahfren- 
nung der ubcrschussiaen Reaktanden von dem BSA-Konjugat mittels einerPD-l 0 Gelfiltrationssauie (Pharmacia) wurde Vt 
eine Beladung von 8 Molekulen 4-Cilutarylamido-fluorescein pro BLSA-Molekul anhand der Absorption der Fluorescein- 
gruppe bei 495 nm (e = 72 000 MT' cm"') bestimmt, 

Unbelegte Bindungsstellen auf der Oberflache des Immuno-Sticks wurden durch Inkubation mit 1,2 ml 2% w/v BSA 
inPBST (PBS mit 0,1% v/v Tween 20) fijr2 h bei RT abgesattigt, Nach dreimaligem kurzen Waschen mit jeweils 1,2 ml 
PBST wurde der Immuno-Srick in einer Mischung aus 250 ]A der Phagemidlosung und 500 (il Blockierungspuffer (2% 30 
w/v BSA in PBST) fUr 1 h bei BT inkubiert 

Zur Entfemung nichl gebundener Phagemide wurde achlmal (bei der erslen Selektion) bzw, zehniual (bei den Selek- 
lionszylden 2 bis 6) niit jeweils 950 \A PBST iur 2 min gewaschen. Adsorbierte Phagemide wurden schlieBlich durch 
lOniiniitige Behandluug des Imnmno-Sticks mit 950 Jil 0,1 M Glycin/HCl pH 2,2 eluierl, wobei der pH der Elutionsfrak- 
tion sofoit anschlieBend durch Mischen mit 160 ]A 0,5 M Tris neutralisiert wurde, 33 

Zur Amplilizierung wurde diese Phagemidlosung (1,1 mi, je nach Selektionszyiclus zwischen 106 und 108 Colony- 
fonning Units) kurz auf 37°C erwarmt, mit 4 ml einer exponentieli wachsenden KuJtur von E. coli XLl-Blue (ODjjo = 
0,5) gemischt und fiir 30 min bei "iTC, 200 Upm inkubiert. Die mit den Phagemiden infizierten Zellen wurden anschlie- 
Bend sedimentiert (2 min, 4420 g, 4°C), in 800 pi des Kulturmediums resuspendiert und auf vier Agar-Platten mit LB/ 
Amp-Mcdium (140 mm Durchmcsscr) ausplatlicrt. 40 

Zur wiodcrholtcn Produktion und Affinitatsanrcichcrung von Phagcmidpartikcln wurde vcrfahrcn, wic zu Bcginn die- 
ses Beispdels beschtieben. In diesen Fallen wurde mit 0,2 bis 1 ml der S uspension der auf den Agar-Platten gewachsenen 
Zellen jeweils 50 ml 2 X YT/Amp-Medium angeimpft. Auf diese Weise wurden funf weitere Selektionszykien mit dem 
BSA-Huoresceinkonjugat durchgefiihrt. 

45 

Beispiel 3 
Produktion der Anticaline 



Zurpraparativen Produktion der Anticaline wunde die Genkassette zwischen den beiden BstXI-Schnittstellen aus dem 
pBBP20- Vektor in das Hxpiessionsplasniid pBBP21 subkloniert. Als KonCroUe \vurde das auf pBBP21 urspriinglich ko- 
dierte Bbp ebenfalls produziect. 

Zur Subklonierung wurde aus der Mischung der E.coli- Zellen aus Beispiel 2, die mit den Phagemiden des letzten Se- 
lekrionszyklus infiziert waren, die Phasmid-DNA unter Verwendung des QIAprep Spin Miniprep Kits (QIAGEN) iso- 
lierT, Die.se wurde mit dem Restriktionsenzym BstXT geschnitten und da.s kleinere der beiden FragmenCe (335 bp) durch 
praparaiive Agarose-Cielelektrophorese wie in Beispiel 1 beschrieben gereinigt. In gleicher Vfeise wurde die DNA des 
Vektors pBBP21 milBstXI geschnitten und das grofiere der beiden Fragments (4132 bp) isoliert. 

Zur Legierung wurden jeweils 50 find der beiden DNA-Fragmente in einem Gesamtvolumen von 20 |il (30 mM Tris/ 
HCl pH 7,8, 10 mM MgCli, 10 JnM DTT, 1 mM ATP) mit 1,5 Weiss Units T4 DNA Ligase (Promega) versetzt und 5 h 
bei 16°C inkubiert, Mit 5 )il dieses Legiemngsansatzes wurde dann E.coli-TGl-F" (E. coli K12 TGI, der durch wieder- 
holte Kultivierung unter nicht selektiven Bedingungen sein Episom verloren hatte) nach der CaCb-Methode transfor- 
mierl (Sambrook et al,, supra). 

Aus zehn der erhaltenen Kolonien wurde die Plasnud-DNA isolien und die Legierung durch Restriktionsanalyse mit 
den Enzymen Hindlll und Kpnl kontroUiert. Alle zehn Plasmide zeigten die erwarteten FragmentgroBen von 342 und 
4125 bp. 

Die Sequenzanalyse der B bp-Genkassetten erfolgte mit Hilfe des T7 Sequencing Kits (Pharmacia) nach Herstelleran- 
gaben unter Verwendung der Oligodesoxynukleotide SEQ ID NO: 8 imd SEQ ID NO: 9. Dabei wurden unter den zehn 
isoliertenPlBsmiden nur vier verschiedeneSequenzen gefunden, deren Genprodukte als FluA, FUiB, FIuC und FluD be- 
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zeictinet wurden. Die DNA-Sequenz von FluA war zweimai, von FluB viermal, von HuC dreimal und von FluD einmal 
VMtreten, Die Nukleotidsequenzen von FluA, FluB und FliiC wurden in Aminosautesequenzen tlbersetzt, und die vom 
Bbp abweichenden AininosiiLiren sind in iy>elle 1 wiedergegeben. 

Zur Unlersuchung der Bindungsaklivilal der Anticiiline in eiQBiu ELKA CBeispiel 4) wurde die Ptoleinproduklion tier 

5 entsprechenden Klone im 50 ml-Maflstaib duichgefiilirt. Dazu wurden jewejls 4 ml LB/Amp-Medium niit einer Enzel- 
kolonie des TGI-F"-Transformanden, der das jcweilige Plasmid tmg, angeimpft und Qber Nachtbei SCC, 200 Upm in- 
kubiert. 500 dieser Vorkiiltiir wurden dann jeweils auf 50 mt LB/Amp-Medium iiberimpft irnd bei 22°C, 200 Upm bis 
zu einer OD550 = 0,5 geschtitteit. AnschlieRend wurde mit 200 [.ig/t Anhydrotetracycbn (50 pi einer 200 pg/ml-Stamm- 
losung in DMF) induziert und welters 3 h bei 22°C, 200 Upm geschiittelt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (15 

10 min, 4420 g, 4°C) sedimenliert und jeweils in 1 ml kaltem Periplasma-AuftchluBpufifer (100 mM Tris/HCl pH 8,0, 500 
mM Saccharose, 1 mM EDTA) rcsuspcr.dicrt. Nach Zugabc von 25 pi cincr Losung von 1 mg/ml Lysozym in dcm Pcri- 
plflsma-AufachluBpuffcr wurde flir 30 min auf Eis inkubicrL Die SphSroplastcn wurden durch Zentrifugation (15 min, 
18 500 g, 4°C) sedimentiert, und der 'Oberstand wurde als periplasmatischerProteinextrakt in ein neues ReaktionsgefaB 
uberfuhrt 

15 Zur Proteinproduktion im groSeren MaBstab wurde eine 50 ml-Vorkultur (LB/Amp-Medium) direkt mit einer Binzel- 
kolonie des mit dem entsprechenden Plasmid transfonmerten TGl-P'-Starams angeimpft und bei 30°C, 2(X) Upm Uber 
Nacht geschuttelc. Im Fall der Antic aline FluA und FluB wurde der E. coli-Stamm JM83 (Yanisch-Perron et al., Gene 33 
(1985), 103-119), der kein supE-Gen tragi, verwendet. Die gesamte Vorkultur wurde auf 2 1 LB/Amp-Medium in einem 
5 I'Erlenmeyerkolben iiberimpft, woraufhin die Kultur bei 22"C, 200 Upm inkubiert wurde. Bei einer ZeUdichte von 

20 OD550 = 0,5 wurde init 200 pg/1 AnhydroteU-acyclin (200 ^1 einer 2 mg/ml-S tanimlosung in DMF) induziert und fur wei- 
tere 3 h bei 22°C, 200 Upm geschiittelt. 

Die Zellen wurden abzentrifugiert (15 min, 4420 g, 4°C) und nach Entfemung des Uberstands unter Kiihlung auf Eis 
in 20 ml des Periplasma-AufschluBpuffers resuspendiert. Nach Zugabe von 50 pg/ml Lysozym (100 J.1I einer Losung von 
10 mg/ml Lyso7ym in dem PeripIasma-AufschluBpuffer) wurde fur 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die 

25 Spharoplasten in zwei aufeinanderfolgenden Zentrifugationsschritten abgetrennt (15 min, 4420 g, 4°C und 15 min, 
30 000 g, 4°(!!). Der so gewonnene periplasmalische Proteinextrakt wurde gegen (;P-Puffer (100 mM Tris/H(-1 pH 8,0, 
150 mM NaGl, 1 mM EDTA) dialysiert, sterilflltriert und zur chromatographischen Reinigung eingesetzt. 

Die Reinigung erfolgte rmtlels des an den C-Terminus der Lipocalinmuteine fusionierten Strep-Tag II-Affinitatsan- 
hangsels (Schmidt et aL, supra). Im vorliegenden Fall wurde das Streptavidimnucein "1" eingesetzt peutsche Patentan- 

30 meldung 196 41 876.3; \foss und Skerra, Protein Eng. 10 (1997), 975-982), welches an eine aktivierie Sepharose 
(5 mg/ml immobilisiertes Streptavidin, bezogen auf das Bettvolumen der Matrix) gekoppelt war. 

Eine mit diesem Material beluUte Chromatognipliiessiule mil 2 ml Bettvolumen w urde bei 4°C und einer FluBrali; von 
20 ml/h mit 10 ml CP-Puffer aquilibrien. Die Chromalographie wurde durch Messung der Absorption bei 280 mn des 
Eluats in eineni DurchfluB-Photometer verfolgt. Nach dem Auftragen des periplasmatischen Proteinextrakts wurde bis 

35 zum Erreichen der BasisUnie mit CP-Puffer gewaschen und das gebundene Anticalin anschliefiend mit 10 ml einer Lo- 
sung von 2,5 mM D-Desdiiobiotm (Sigma) in CP-Puffer eiuiert. Die Fraktionen, die das gereinigte- Anticalin endiielten, 
wurden mittels der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Fling und Gregerson, Anat. Biochem. 155 (1986), 83-88) 
tiberpriift und vereinlgt. Die Proteinausbeuten lagen zwischen 200 fig und 3 mg je 2 1 Kulmr. 
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Sequenzcharakleristilia seleklierier Anticaline 



Aminosaure- Bbp Fl-uA FluB FluC HepCl EepC4 
Position 



34 


Asn 


Ser 


Gin 


Ser 


Lys 


Gln^ 


35 


Ser 


Pro 


His 


Lys 


Thr 


Ala 


36 


Val 


Asn 


Trp 


Asn 


Lys 


Pro 


37 


Glu 


Gly 


Asp 


Gly 


Glna . 


Gly 


58 


Asn 


Arg 


Arg 


Arg 


Leu 


Pro 


60 


His 


Asp 


Arg 


Ihr 


His 


Asn 


69 


lie 


Met 


His 


Gln^ 


Phe 


Ala 


88 


Leu 


Arg 


Val 


Arg 


Val 


Trp 


90 


Tyr 


Val 


Arg 


Val 


Ala 


Gly 


93 


Val 


Tyr 


Arg 


Lys 


Phe 


Leu 


95 


Lys 


Arg 


Arg 


Arg 


Ser 


Ala 


97 


Asn 


Thr 


Gly 


Gly 


Gin 


Trp 


114 


Tyr 


Ser 


Arg 


Arg 


Ala 


Pro 


116 


Lys 


Arg 


Arg 


Arg 


Tyr 


Arg 


125 


Gin 


Trp 


Trp 


Leu 


Val 


Leu 


127 


Phe 


His 


His 


His 


Phe 


Pro 


40t> 


Gly 






Arg 


Glu 




68^ 


Phe 






Val 






10^ 


Glu 




Lys 








96l5 


Glu 


Lys 










10 0^ 


Asn 








Ser 





^Diese Glutaminsaurereste wuxden von Amber-Stopcodons kodiert. 
^Diese Amino sauresubsti tut ionen traten aufgrund zufalliger Mu- 
tationen auf . 

Beispiel 4 

Ermittlung der Affinitat der Anticaline fllr Fluorescein und dessen Derivate 

Fite den Bindungsnachweis im ELISA (Enzyme-linked Immunosoifcent Assay) wurden zunachst die Vertiefungen ei- 
ner Mikrotiterplatte (Micro Test HI Flexible Assay Plate; Falcon) mil je 100 fil einer 100 ).ig/inl-Losung des BSA-Fluo- 
rescein-Konjugats aus Beispiel 2 in PBS gefOllt und Uber Nacht bei BT inkubiert. Als Kontrolle diente nicht konjugiertes 
BSA, Die Losung wurde entfemt und unbdegte Bindungsstellen wurden init 200 jjI 2% w/v BSA in PBST fur 2 h abge- 
sattigt, Nacli dreimaligem Waschen mitPBST wurden 100 jJl des periplasmarischen Proteinextrakts aus der Produktion 
im 50 ml-MaBstab (Beispiel 3) in die Vertiefungen gefullt. Ausgehend von diesen Proteinlosungen wurden Verdiin- 
nungsreihen in PBST hergesLellL, Nach 1 h Inkubalion bei RT wurde emeul dreiiiial uiilPBST ge waschen und ein Slrep- 
Lavidin-Alkalische Phosphatase-Konjugal (Aitieriihain), 1 : 1000 mil PBST verdunnl, in die Verfiefungen gefiilll. Dieses 
Bnzymkonjugat diente zurErkennung des Strep-Tag U-Anhangsels am C-Terniinus der Anticaline, Es wurde ftir 1 h bei 
RT inkubiert und anschliel3end zweimal mit PBST und zweimal mil PBS gewaschen. Der Nachweis der an die Huores- 
ceingruppen gebundenen Anticaline erfolgte schlieGlich mittels der durch die Alkalische Phosphatase katalysierten Hy- 
drolyse von p-Nitrophenylphospliat Dazu wurden 100 pi einer Losung von 0,5i]tig/ml p-Nitrophenylphosphat (Am- 
resco) in AP-Puffer (100 mM Nad, 5 mM Mga2, 100 mM Tris/IIQ pll 8,8) in die Vertiefungen gefullt und die Pro- 
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duktbildung durch Messung der Absorption bei 405 nm in einem SpectraiMax 250-PhotDmeter (Molecular Devices) ver- 
folgt 

Hitjrbei lieB sich prAliscli keine Bindimg f iir FluD und das Bbp nachweisen, wiihrend FluA, FluB und FluC intensive 
Bindungssignale zeigten. Das Signid war in der Relation fur FiuC ain staiksten, gefolgt von FluA und HuB, 
5 Die Liganden-Bindiingseigenschaflen der Anticaline wurden daraufliin mittels der Methode der Fluoreszenztitration 
bestimmt. Gemessen wurde dabei die Abnahme der intrinsischen Tyrosin- und Tryptophan-Huoreszenz des Proteins bei 
Komplexbitdung mit dem Liganden. DieMessungen erfolgten mit einem Fiiioreszenzphotometer (MS IH, Photon Tech- 
nology International Inc.) bei einer Anregungswellenlange von 280 nm (Spaltbreite 5 nm) und einer EmissionsweUen- 
lange von 340 nm (Spaltbreite 10 ntn). Als Liganden wurden Fluorescein, 4-Amino-fluoresceLn sowie dessen Konjugat 
10 mit Glutarsaure aus Beispiel 2 eingesetzt. Diese drei Liganden zeigten bei den angegebenen Wellenlangen keine signifi- 
kanlc Eigcnfluorcszcnz. 

Als Puffcrsystcm dictitc PBS untcr Znsatz von I mM EDTA mit pH 7,4 (mit NaOH cingcstcUt) . AUc vcrwcndctcn Lo- 
Bungen wurden sEerilfiltriert (0,45 um). Die LOsung des jeweiligen gereinigten Anticalins aus Beispiel 3 wurde dreimal 
gegen diesen Puffer dialysiert und durch Verdunnen atjf eine Konzentration von 1 ^iM eingestellt. Die Konzentrationsbe- 

15 stimtnung erfolgte mittels der Absorption bei 280 nm unter Verwendung kalkulatorischer Extinktionskoeffizienten von 
63 680 M"' cm"^ fur FluB sowie 52 300 M"^ cm"^ fur FluC. FUr FluA und Bbp wurden die nach Gill und von Hippel 
(Anal. Biochem, 182 (1989), 319-326) in Gegenwart von GuanidiniumcMorid korrigierten kalkulatorisclien Extinkti- 
onskoeffizienten von 59 755 M"^ cm-^ (FluA) sowie 54 150 M"' cur' (Bbp) verwendet. 

Zur Messung wurde 2 ml der Anticalinlosung in einer Quarzkuvette, die mit einem Ruhrfisch ausaestattet war, vorge- 

20 legt und im Probenhalter des Pliotometers auf 25°C temperiert. AnschlieBend wurden insgesamt 40 u' einer 250 pJVI bis 1 
mM Losung des Liganden in demselben Puffer in Schritten von 1 ,ul bis 4 pi zupipetdert. Die dabei stattfindende Verdiin- 
nung der vorgelegten Proteinlosung um maximal 2% blieb bei der nachfolgenden Auswertung der Daten unberiicksich- 
tigt. Nach jedem Titrationsschritt wurde zur Glcichgewichtseinstellung fiir 1 min unter Riihren inkubiert und das Fluo- 
reszenzsignai als Mittelwerf iiber 10 s gemessen. Nach Abzug des Fluoreszenzwertes fiir den Puffer wurden die Signale 

25 auf einen Anfangsvvert von 100% normiert und um den imieren Filtereffekt der Liganden korrigiert. Dar.u wurden Fluo- 
reszeniitilxationen mit dem jeweiligen Ligand durchgeifuhrt, bei denen die Anticalin-Losung durch N-Acetyl-L-trypto- 
phanainid (LSigma) ersetzl war. 

Die so edialtenen MeBwerte einer Utrationsreihe wurden gemaB folgender Fonticl duixh nicFit-lincjurc l^cgrcssion mit 
Hilfe des Computerprogramms Kaleidagraph (Abelbeck Software) angepaBt: 

30 

35 Dabei bedeuten F die nomiierte Fluoreszenzintensitat und [P]t die Konzentradon des Anticalins. [L]t ist die Gesamt- 
konzentration des Liganden bei dem jeweiligen Titrationsschritt. fpL und wurden als freie Parameter an die gemesse- 
nen Daten angepaRt und stehen fBr den Fluoreszenzkoeffizienten des Anticalin-Ugandkomplexes sowie fiir die thermo- 
dynamische Dissoziationskonstante dieses Komplexes. Im Fall von FluC wurde zusatzlich [PI als freier Parameter an- 
gepaBt. Die ermittelten Dissoziationskanstanten fur die Anticaline RuA, RuB und FluC sind in Tabelle 2 wiedergege- 

40 ben. Der Bindungscffckt bei der \fcrglcichsnicssung mit Bbp war so sclrsvach, dafi cine Disso7.iationskonstanic in dicyscm 
Fall nichf. bestimmt wcrdcn konntc. 

Tabelle 2 

45 Dissoziationskonstanten fur die Komplexe aus Anticalinen und Fluoiesceindetivaten 

Fluorescein 4-2\minofluo- 4-Glutarylami- 

- rescein dof luorescein 

118 ± 14 nM 224 ± 6 nM 601 + 16 nM 

5,73 ± 0,86 yM 2,84 ± 0,3 \M 4,70 ± 0,51 

411 ± 20 DM 299 ± 41 nM 78 ± 3 nM 



FluA 
FluB 
FluC 



Beispiel 5 

Selektion von Anticalinen gegen dn Hepatitis C-Peptidepitop 

60 

Zur Selektion der Anticaline wurde die in Beispiel 1 hergestellte Bibliothek verwendet. Die Vermelirung und IsoUe- 
rung der Phageiidde erfolgte genauso wie in Beispiel 2 beschrieben. 

Als Peptidligand wurde ein biolinyliertes synthetisches Hepatitis C-Peptidepitop eingeselxi, bei dein es sich uni das 
Pepddfragment Nr. 59 aus dem Oberfliicheaprotein NS4 von HCV hatldelte (Kliudyakow et al,, Virology 206 (1995), 
65 666-672). Das Peptid, SHQ ID NO: 13, wurde nach der ublichen Fmoc-Methode mittels eines Pli3 Automaten (RAININ 
Instrument Co.) syntlieljsiert, wobei Rink Amid MBHA-Harz (novabiochem) eingesetzt wurde. Im AnschluB an die 
Kopplung der Aminosaiirebausteinc vom C- ziun N-Tetminus wurde Aminocapiionsaure als Boc-geschiitztes Derivat 
und im letzteti Schritt D-Biotin (Sigma) geboppett. Das vom Ilarz abgespaltene und entschiilzte Peptid wurde mittels 
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HPLC gereinigt, und seine Zusammensetzung wurde durch ESI-MassenspeklroniBtrie iibeipriift. 

Zur AfElnitatsanreichening der die AnticaUn-FusionspiDteine tragenden rekombinanten Phagemide wuiden mk Sirep- 
Lavidin beschichlele supeiparaioagnelisehe Parlikel (Dynabeads M-280 Slreplavidin, Dynal) verwendet. Die Menge lies 
Peplidliganden wurde so eingestellL, daB dieser einersdls im inolaren OberschuB gegenilber den eingeiseLiiten Phageiiii- 
dea vorlag, und daB andeierseits die Bindekapazitat des Streptavidins fiir die Biotingruppen nicbt iiberscbritten wurde. 5 

Dazu wurden 20 fjl der Peptidiosung (20 )ig/ml in PBS) mit 280 jal einer Losung der frisch praparierten Phagemide 
(3.0 ■ 10'-^ cfti/mi) gemischt und fiir 1 h bei RT inkubiert, woraufiiin 100 jil einer Losung von 8% w/v BSA, 0,4% v/v 
Tween 20 in PBS zugegeben wurde. Paraiiel wurden 100 pi der fcommerziell erhaJtlichen Suspension der magnetisctien 
Paitikel dreimal mit jeweUs 100 pi PBS gewaschen und zur Absattigung unspezifischer BindungsstelLen mit 100 pi 2% 
w/v BSA in PBST flir 1 h bei ST inltubiert. Nach Entfemung des Uberstandes wurden die magnetischen Partikel mit der 10 
Pcplid/Phagcmidmischung vcrsctzt, rcsuspcndicrt und fiir 10 min bei RT inkubiert, Zur Absattiguitg frcicr Biotin-Bin- 
dungsstcllcn des Streptavidins wurde die Mischung schlicBUch mit 10 pi cincr Losung von 4 \iM Dcsthiobiotin in PBS 
versetzt und fur 5 min bei RT inkubiert, 

Zur Entfernung nicht gebundener Phagemide wurden die magnetischen Partikel achlmal mil jeweils 1 ml PBST, 
0,1 flM Desthiobiotin gewaschen. Dazu wurden die magnetischen Partikel mit HiUe eines Magneten an der Wand des 15 
1 ^ ml Eppendorfgefafies gesammelt und der tJberstand abgezogen. Danach wurden die magnetischen Partikel mit fri- 
schem Puffer resuspendiert und fur 1 min durch Rotation des GefaBes in Suspension gehalten, Die Elation der gebunde- 
nen Phagemide erfolgte durch lOminutige Inkubation der resuspendierten Partikel in 950 pi 0,1 M Glycin/HCl pH 2,2. 
Der pH-Wert der Losung wurde im AnschluB daran sofort durch Zugabe von 160 pi 0,5 M Tris neutralisiert. 

AnschHeCend wurden die eluierten Phagemide wte in Beispiel2 beschrieben vermebrt und fureineemeute Affinitacs- 20 
selektion unter den oben angegebenen Bedingungen eingesetzt. Insgesanit wurden 6 Selektionszyklen durchgefulirt. 

Beispiel 6 

Identifizierung peptidhindender Anticaline tnittel.s der "Colony Screening"-Methode 25 

Zur analytischen Produktion der Anticaline als Fusionsprotein mit dem Strep-lhg n sowie der Albumin- Bindungsdo- 
rnane und deren Charakterisierung duich "Colony Screening" wurde die Genkassrtte zwischen den beiden BstXI- 
Schnittstellen aus dem Vektor pBBP20 in pBBP22 subklonierl. 

Dazu wurde aus der Mschung der E.coli-Klone, die durch Infekdon mit den im letzten Selektionszyklus eluierten 30 
Phagemiden aus Beispiel 6 erhalten worden waren, die Phasmid-DNA unter Verwendung des QIAprep Spin Miniprep 
Kits (QIAGET>[) isoliert. Die DNA wurde iiiit detn Restrikdonsenzytu BsLXI gesehniLten und das kleinere der beiden 
Fragmente (335 bp) durch priiparadve Agarose-Gelelektrophorese wie in Beispiel 1 besclirieben gereinigL, In gleieher 
Weise wurde die DNA des Vektors pBBP22 mitBstXI geschnitten und das groBere der beiden Fragniente (3545 bp) iso- 
liert. 35 

ZurLegierung wurden jeweils 50 fmol der beiden DNA-Fragmente in einem Gesamtvolumen von 20 pi (30 tnM Tris/ 
HCl pH 7,8, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1 mM ATP) mit 1,5 Weiss Units T4 DNA Ligase (Promega) versetzt und uber 
Nacht bei 16°C inkubiert. Mit 5 pi dieses Legiecungsansatzes wurde E.coli TGl-F" nach der CaCli-Methode transfor- 

Auf cine TjB/Amp-Agarplattc wurde cine passcnd 7.urcchtgcschnit.tcnc, an circr Sicllc inarkierlc liydrophilc PVDF- 40 
Mcmbran (Milliporo,TypGVWP,Porcngrfll3c 0,22 pm) aufgclcgtundaufdicscr Membtan 150 pi dcr'/^ILsiispcnsion aus 
dem "lYansformationsansatz gEeichmiiBig ausplattiert. Die Menge des ausplattierten Transformationsansatzes war so be- 
messen, daB ca. 500 Kolonien erhalten wurden. Die Platte wurde fur 6,5 h bei 37°C im Brutsclirank inkubiert, bis die Ko- 
lonien eine mit dem Auge gut erkennbare GroBe eneicht batten. 

In der Zwischenzeit wurde eine ebenfalls passend zurechtgeschnittene hydrophobe Membran (MiUipore, Immobilon 45 
P, Potengrofie 0,45 pm) nach den Angaben des HersteRers mit PBS angefeuclitet. AnschlieBend wurde sie fur 4 h bei RT 
in einer LSsung von 10 mg/inl Human-Serumalbumin (HSA. Sigma) in PBS geschwenkl, Verbliebene Bindungsstellen 
auf der Membran wurden durch Inkubation mit 3% w/v BSA, 0,5% v/v Tween 20 in PBS fiir 2 h bei RT abgesattigt. Die 
Membran wurde zweimal fiir jeweils 10 min mit 20 ml PBS gewaschen und danach fiir 10 min in 10 ml LB/Amp-Me- 
dium, dem 200 pg/1 Anhydrotetiacyclin zugesetzt war, geschwenkl. AnschlieBend wurde sie an einer S telle markiert und 50 
auf eine Kulturplatte mit LB/Amp-Agar, der zusatzlich 200 pg/1 Anhydrotetracyclin enthielt, gelegt. Die mit den Kolo- 
nien bewachsene hydrophile Membran wurde so auf die hydrophobe Membran aufgelegt, daB die beiden Markierungen 
zur Deckung kamen. Die Kulturplatte mit den beiden Membranen wurde bei 22''C fiir 15 h inkubiert. Wahrend dieser 
Phase wurden die jeweiligen Lipocalinmuteine von den Kolonien sekretiert und mittels der Albumin-BindungsdomSne 
an dem HSA auf der unteren Membran immobilisieil. 55 

Danach wurde die obere Membran mit den Kolonien auf eine frische LB/Amp- AgarplaUe transferiert und bei AXl auf- 
bewalirt. Die hydrophile Membran wurde abgenommen, dreimal fiir jeweils 10 min mit 20 ml PBST gewaschen und an- 
schlieBend 1 h in 10 ml einer Losung von 1 pM SEQ ID NO: 13 in PBST inkubiert. Nach zweimaUgem Waschen in 
PBST wurde fiir 1 h mit 10 ml Avidin-Alkalische Phosphatase- Konjugat(ExtrAvidin-AP-Konjugat, Sigma, 1 : 1000 ver- 
diinnt in PBST) inkubiert. Die Membran vvurde anschlieBend fiir jeweils 5 min zweimal mit PBST und zweimal mit PBS 6o 
gewaschen und fur 10 min in AP-Puffer (0,1 M Tris/I-ICl pH 8,8, 0,1 M NaCl, 5 mM MgjCl) geschwenkl. Zur chromo- 
genen Nachweisreaklion wurde die Membran in 10 ml AP-PuCfer, dem 30 pi BCIP (50 pg/ml in Diiuelhylfonnainid) und 
5 pi NBT (75 pg/ml in 70% v/v Dimethylformamid) zugesetzt waren, inkubien, bis an den Posilionen einiger der Kolo- 
nien deutliche Farbsignale zu erkennen waren. Auf diese Weise wurde die Bindungsaktivitat der von diesen Kolonien 
produzierten Anticaline fUr den Peptidliganden nachgewiesen. 65 

Acht dieser Kolonien wurden kultivtert Ihre Plasmid-DNA wurde isoliert und die B bp-Genkassette einer Sequenzana- 
lyse wie in Beispiel 3 unterzogen. Alle Klone wiesen dabei unterschiedhche Sequenzen auf. Diecharakteristischen Ami- 
nosauren der Anticaline IlepCl und IIepC4 sind in "abelle 1 angegeben. 
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Beispiel 7 

Verwendung dcr AnUcaline zuni Nachweis des Hepatitis C-Peplidepilops in einein Sandwicli-EIISA 

5 Ausgehend von den in Beispiel 6 gefundenen Klonen wurden die entspreclieoden Anticaline als Fusionsproteine lait 
dem Strep-Tag 11 und der ALbumin-Bindungsdomane produaiert. Die Genexpression ertblgte im 50 ml-Mal3stab. Dazu 
wiirden jeweils 4 ml LB/Amp- Medium mit einer EinzeUtolonie von TGl-F", die das jeweiHge Piasmid tnig, angeimpft 
imd iiber Nacht bei 30°C, 200 Upm inkubiert. 500 ^1 dieser 'Vbriculttir wurden dann jeweils auf 50 mi LB/Amp-Medium 
iiberimpft und bei 22°C, 200 Upm bis zu einer OD550 = 0,5 gcschtittelt, AnschlieRend wurde mit 200 pg/1 Anhydrotetra- 

10 cyclin (50 |il einer 200 pg/ml-Stammlosung in DMF) induziert und weitere 7, h bei 22"^!, 200 Upm gescliiittelt. Die 2el- 
Icn wurden durcli Zcntrifugation (15 min, 4420 g, 4''(]) scdiiueniicLi und jeweils in 1 ml kaltcm Pcriplasima-AufschluB- 
puffcr (100 miVL Tris/HCl pH 8,0, 500 mM Saccharose, 1 miVE HDTA) rcsuspcndicrL Nach Zugabc von 25 pi cincr L6- 
sung von 1 ing/ml Lysozym in dem Peiiplasma-AufschluBpuffer wurde ftir 30 min auf Eis inkubiert. Die SphSiBplasten 
wurden durch Zentxifugalioa (15 min, 18 500 g, 4°C) sedimendert, und der Obetrstand wurde ais periplasmatischer Pro- 

15 teinextrakt in ein neues ReaktionsgefaB iiberfuhrt. 

For den ELISA wurden die \fertiefungen einer Mikrotiterplatte (ELISA-STRIP, 2x8 Well, KO, F-Form, Bindekapa- 
zitat hoch, Greirer) mit jeweils 200 fil einer Liisung von 20 mg/ml HSA in 50 mM NaHCOs pH 9,6 geftlllt und fUr 1 h 
bei RT inkubiert. Nacli Entfernen der Losung wurden unbelegte Bindungsstellen mil 200 }il 3% w/v BSA in PBS mit 
0,5% v/v Tween 20 fur 1 h abgesattigt. Nach dreimaligem Wasctieu mit PBST wurde jeweils in die erste Vertiefung einer 

20 Keilie 50 ^il des uuverdunnten peripLasmatischen Proteinextrakts gefiillt. In den daraufFolgenden Veitiefungen jeder 
Reilie wurde zunachst je 50 |iil PBS voigelegt. Anschlieliend wurde jeweils in die zweite Vertiefung 50 pi des periplas- 
matischen Proteinextrakts pipettiert, gsmischt und davon ausgehend in den weiteren Vertiefungen der Reihe schrittweise 
1 : 2- Verdiinnungen zubereitet. Ais KontroUe diente der periplasmatische Proteinextrakt mit dem Bbp, der unter Verwen- 
dung von pBBP22 als Expressionsplasmid hergestellt worden war. 

?.") Nach 1 h Inkubation bei RT wurde erneut dreimal mit PBST gewaschen und anschlieRend jeweils 200 pi der Ligan- 
denlosung (SEQ ID NO: 13, 1 )jM in PBST) in die Vertiefung pipettiert. Nach 1 h Inkubation bei RT wurde dreimal mit 
PBST gewaschen und danach 50fjl Avidin-Alkalische Phosphatase-KonjugM (ExtrAvidin-AP-Konjugat, Sigma), 
1 : 1000 verdiinnt in PBST, in jede Vertiefung gefiillt. Es wurde erneut fllr 1 h bei RT inkubiert. und anschlieBend zwei- 
mal mit PBST und zweimal mil PBS gewaschen. Der Nachweis der gebundenen AiUicaline erfolgte mittels chromogener 

30 Reaktion in Gegenwart von p-Nitrophenylphosphat. Dazu wurden 100 pi einer L<3sung von 0,5 mg/ml p-Nitrophenylp- 
hosphat (Amresco) in AP- Puffer in jede Vertiefung gefuLlt und die Produktbildung durch Messung der Absorption bei 
405 nni in einem SpectriiMax 250-PhoLoineLer (Molecular Devices) als dA/dt-Wert gemessen. 

Iiii Fall des Bbp lieBen sich nur niedrige Signale nach weisen, wiihrend alle arialysierten Anticaline eindeudge Bindung 
zeigten. Das Signal war fur HepCl am stiirksten, gefolgt von HepC4. Die Bindungskurven fiir HepCl, HepC4 und Bbp 

35 sindinFig.7dargestellt. 



AS 
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Sequenzprotokoll 



AMMELDER: 

NAME: Prof. Dr. Ame Skerra 
STRASSE: Gruener Weg 3 
ORT; Darmstadt 
LAM): Deutschland 
POSTLEITZAHL: 64283 
TELEFC3N; 06151-163175 
TELEFAX: 0 6151-164349 

BEZEIGHNUWG DER ERFINDUNG: Anticaline 

ANZAHL DER SEQtJENZENf: 13 

COMPUTERLESBARE FASSDNG: 
DATENTI?AGER: Diskette 
COMPUTER: IBM PC-kompatibel 
BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS /MS-DOS 
SOFTWARE: Microsoft Word, Format Text 

DATEN DER JETZIGEN ANMELDUMG: 

AJMELDENUMMER: nocli nicht bekannt 
ANMELDETAG: noch nicht bekannt 

ANGABEM ZU SEQ ID~WO:l: 

SEQUENZCHZ\RAKTERISTIKA : 
LANGE: 64 Basen 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

ART DES MOLEKtJLS: synthetisches Oligcdesoxynukleotid 
SEQUENZBESCHREIBUWG: SEQ ID-NO: 1: 
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CCATGGTAAA TGGTGGGAAG TCGCCAAATA CCCCNNIOSMS NNSNNKAAGT 50 
ACGGAAAGTG CGGA 64 

ANGaBEN ZU SEQ ID-NO: 2: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
LANGE: 71 Basen 
ART: NUcleinsaure 
STRANGFORM; Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

ART DES MOLEKULS: synthetisclies 01igodfiso2cynukleotid 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-KTO : 2 : 

GGGTAGGCGG TACCTTCSMW AAAGTATTCC TTGCCGTGGA TTACMNNGTA 50 
SNNCGAAACT TTGACACTCT T 71 

ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 3: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
LANGK; 74 Basen 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFOKM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

ART DES MOLEKULS: synthetisclies Oligodesoxynukleotid 

SEQUENZBESCHREIBTMG : SEQ ID-WO : 3 : 

CCAAGATTGG AAAQATCTAC CACAGCNNSA CTMWKGGAGG TNNSACCWS 50 
GAGNNKGTAT TCAACGTACT CTCC 74 

ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 4: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA: 
LANGE: 78 Basen 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstxang 
TOPOLOGIE: linear 
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ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxynukleot'id 

SEQUENZBESCHREIBtMS: SEQ ID-K0:4: 

TCTGGAGAGC ACCCAGACMN NGTCSNWGTG TCCCTTCTT6 TCCTCGTCGT 50 
ASNNGCAMNM GTATCCGATG ATGTAGTT 78 

ANGABEW ZU SEQ ID-NO: 5: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA ; 
L&NGE: 46 Basen 
ART : Nucleinsaure 
STRANGFORM: Einzel Strang 
TOPOLOGIE: linear 

ART DES MOLEKt)LS: synthetisches Oligodeso3{ynukleotid 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 5: 

AGATCTTTCC AATCTTGGAG TCACCAACTG GGTAGGCGGT ACCTTC 46 

AWGABEN ZU SEQ ID-NO: 6: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
LSNGE: 36 Basen 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE; linear 

ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxymikleotid 

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 6: 

CTTCGACTGG TCCCAGTACC ATGGTAAATG GTGGGA 36 

ANGABEN ZU SEQ ID-MO: 7: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
LANGE: 37 Basen 
ART: Nucleinsaure 
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STRANGFORM: Einzelstraiig 
TOPOLOGIE: linear 

ART DES MOLEKULS: syntlietisches Oligodesoxynukleotid 
SEQUEN2BESCHREIBTMG: SEQ ID-NO: 7: 
CACCA6TAAG GACCATGCTT CTGGAGAGCA CCCAGAC 37 
AWGABEN ZU SEQ ID-NO: 8; 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 

L&vfGE: 17 Basen 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

ART DES MOLEKULS: synthetlsches Oligodesoxynukleotid 

SEQUENZBESCHREIBIMG: SEQ ID-NO: 8: 

GACGGTGCCT GTCCCGA 17 

ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 9: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA: 
L&M6E; 17 Basen 
ART: Nucleinsaure 

STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

ART DES MOLEKULS: synthetisclies Oligodesoxynukleotid 
SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 9: 
GACTACTGGG GAGCCGA 17 
ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 10: 



SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
LANGE: 1219 Basenpaare 
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ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM: Doppelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

ART DES MOLEKULS: Fragment des Plasmids pBBP20 
MERKMAL: 

KAME/SCHLtJSSEL: Signalpeptid 
LAGE: (22.. 84} 

MBRKMAL: 

MAME/SCHLiiSSEL: reifes Peptid 
LAGE: (85.-1209) 
SONSTIGE ANGABEN: 

/Produkt="Fusionspr6tein axis Bilin-Bindimgsprotein, 
Strep-Tag II und Fragment des Phagen- 
Hailproteins pIII" 

/Codon= C Sequenz : "TAG" , Aminosaure : Gin) 

MERKMAL: 

MAME/SCHLUSSEL: kodierende Sequenz 
LAGE: (85.. 606) 
SONSTIGE ANGABEN: 

/Produkt= "matures Bilin-Bindungsprotein" 
MEEIE(MAL: 

NAME/SCHLtJSSEL: kodierende Sequenz 
LAGE: (607.. 636) 
SONSTIGE ANGABEN: 

/Produkt=" Strep-Tag II-Af f initatsarihangsel" 
MERKMAL: 

N/iME/SCHLysSEL: kcM±Lerende Sequenz 
LAGE: (637.. 639) 
SONSTIGE ANGABEN: 
/Sonstiges= "Amber-Stopcodon" 

MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: kodieirende Sequenz 
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LAGE: (640.. 1209) 
SONSTIGE ANGABEN: 

/Produk:t="Aminosauren 217-406 des Hullproteins pIII" 
SEQUENZBESCHREIBDNG: SEQ ID-NO: 10: 

TCTM3TTAAC 6AGGGCAAAA A ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATT 45 
Met Lys Lys Thr Ala lie Ala lie 
-21 -20 -15 

GCA GTG 6CA CTG GCT GGT TTC GCT ACC GTA GCG CAG GCC GAC GTG 90 
Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala Thr Val Ala Gin Ala Asp Val 
-10 -5 -11 

TAG CAC GAC GGT GCC TGT CCC GAA GTC AAG CCA GTC GAC AAC TTC 135 
Tyr His Asp Gly Ala Cys Pro Glu Val Lys Pro Val Asp Asn Phe 
5 10 15 

GAC TGG TCC CAG TAC CAT GGT AAA TGG TGG GAA GTC GCC AAA TAC 180 
Asp Trp Ser Gin Tyr His Gly Lys Trp Trp Glu Val Ala Lys Tyr 
20 25 30 

CCC AAC TCA GTT GAG AAG TAC GGA AAG TGC GGA TGG GCT GAG TAC 225 
Pro Asn Ser Val Glu Lys Tyr Gly Lys Cys Gly Trp Ala Glu Tyr 



ACT CCT GAA GGC AAG AGT GTC AAA GTT TCG AAC TAC CAC GTA ATC 270 
Thr Pro Glu Gly Lys Ser Val Lys Val Ser Asn Tyr His Val lie 
50 55 60 

CAC GGC AAG GAA TAC TTT ATT GAA GGA ACT GCC TAC CCA GTT GGT 315 
His Gly Lys Glu Tyr Phe lie Glu Gly Thr Ala Tyr Pro Val Gly 
65 70 75 

GAC TCC AAG ATT GGA AAG ATC TAC CAC AGC CTG ACT TAC GGA GGT 360 
Asp Ser Lys lie Gly Lys lie Tyr His Ser Leu Thr Tyr Gly Gly 

80 85 90 

GTC ACC AAG GAG AAC GTA TTC AAC GTA CTC TCC ACT GAC AAC AAG 405 
Val Thr Lys Glu Asn Val Phe Asn Val Leu Ser Thr Asp Asn Lys 
95 100 105 

AAC TAC ATC ATC GGA TAC TAC TGC AAA TAC GAC GAG GAC AAG AAG 450 

Asn Tyr lie lie Gly Tyr Tyr Cys Lys Tyr Asp Glu Asp Lys Lys 

110 115 120 

GGA CAC CAA GAC TTC GTC TGG GTG CTC TCC AGA AGC ATG GTC CTT 495 
Gly His Gin Asp Phe Val Txp Val Leu Ser Arg Ser Met Val Leu 
125 130 135 

ACT GGT GAA GCC AAG ACC GCT GTC GAG AAC TAC CTT ATC GGC TCC 540 
Thr Gly Glu Ala Lys Thr Ala Val Glu Asn Tyr Leu He Gly Ser 
140 145 150 
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CCA GTA GTC GAG TCC CAG AAA CT6 GTA TAG AGT GAG TTC TCT GAA 585 
Pro Val Val Asp Ser Gin Lys Leu Val Tyr Ser Asp Phe Ser Glu 
155 160 165 

GCC GCC TGC AAG GTC AAC AAT AGC AAC TGG TCT CAC CCG CAG TTC 630 
Ala Ala Cys Lys Val Asn Asn Ser Asn Trp Ser His Pro Gin Phe 
170 175 180 

GAA AAA TAG GCT GGC GGC GGC TCT GGT GGT GGT TCT GGC GGC GGC 675 
Glu Lys Gin Ala Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly 
185 190 195 

TCT GAG GGT GGT GGC TCT GAG GGT GGC GGT TCT GAG GGT GGC GGC 720 
Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly 
200 205 210 

TCT GAG GGA GGC GGT TCC GGT GGT GGC TCT GGT TCC GGT GAT TTT 765 
Ser Glu Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Ser Gly Asp Phe 
215 220 225 

GAT TAT GAA AAG AT6 GCA AAC GCT AAT AAG GGG GCT ATG ACC GAA 810 
2Vsp Tyr Glu Lys Met Ala Asn Ala Asn Lys Gly Ala Met Thr Glu 
230 235 240 

AAT GCC GAT GAA AAC GCG CTA CAG TCT GAC GCT AAA GGC AAA CTT 855 
Asn Ala Asp Glu Asn Ala Leu Gin Ser Asp Ala Lys Gly Lys Leu 
245 250 255 

GAT TCT GTC GCT ACT GAT TAG GGT GCT GCT ATC GAT GGT TTC ATT 900 
Asp Ser Val Ala Thr Asp Tyr Gly Ala Ala lie Asp Gly Phe He 
260 255 270 

GGT GAC GTT TCC GGC CTT GCT AAT GGT AAT GGT GCT ACT GGT GAT 945 
Gly Asp Val Ser Gly Leu Ala Asn Gly Asn Gly Ala Thr Gly Asp 
275 280 285 

TTT GCT GGC TCT AAT TCC CAA ATG GCT CAA GTC GGT GAC GGT GAT 990 
Phe Ala Gly Ser Asn Ser Gin Met Ala Gin Val Gly Asp Gly Asp 
290 295 300 

AAT TCA CCT TTA ATG AAT AAT TTC CGT CAA TAT TTA CCT TCC CTC 1035 
Asn Ser Pro Leu Met Asn Asn Phe Arg Gin Tyr Leu Pro Ser Leu 
305 310 315 

CCT CAA TCG G'I'T GAA TGT C6C CCT TTT GTC TTT GGC GCT GGT AAA 1080 
Pro Gin Ser Val Glu Cys Arg Pro Phe Val Phe Gly Ala Gly Lys 
320 325 330 

CCA TAT GAA TTT TCT ATT GAT TGT GAC AAA ATA AAC TTA TTC CGT 1125 
Pro Tyr Glu Phe Ser He Asp Cys Asp Lys He Asn Leu Phe Arg 
335 340 345 

GGT GTC TTT GCG TTT CTT TTA TAT GTT GCC ACC TTT ATG TAT GTA 1170 
Gly Val Phe Ala Phe Leu Leu Tyr Val Ala Thr Phe Met Tyr Val 
350 355 360 
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TTT TCT ACG TTT GCT AAC ATA CTG CGT AAT AAG GAG TCT 1209 
Phe Ser Thr Phe Ala Asn lie Leu Arg Asn Lys Glu Ser 
365 370 375 

TAATAAGCTT .1219 

ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 11: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
LMIGE: 1380 Basenpaare 
ART: Nucleinsaure 
STRANGFORM: Doppel Strang 
TOPOLOGIE: linear 

ART DES MOLEKiiLS: Fragment des Plasmids pBBP21 

MERKMAL : 

NAME/SCHLt)SSEL: Signalpeptid 
LAGE: (22.. 84) 

MERKMAX,; 

NAME/SCHLUSSEL: reifes Peptid 
LAGE: (85.. 636) 
SONSTIGE ANGABEN: 

/Produkt=''Fusionsprotein aus Bilin-Bindungsprotein und 
Strep-Tag II" 

MERKMAL: 

NAME/ SCHLfJSSEL : Signalpeptid 
LAGE: (658.. 717) 

MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: reifes Peptid 

LAGE: (718.. 1365) 

SONSTIGE ANG^iBEN: 

/ Produkt = " DsbC- Pro tein " 

SEQUENZBESCHREIBUMG: SEQ ID-tJOill: 

TCTAGATAAC GAGGGCAAAA A ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATT 45 
Met Lys Lys Thr Ala lie Ala lie 
-21 -20 -15 
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GCA 
Ala 


GTG 
Val 


GCA 
Ala 


CTG 
Leu 
-10 


OCT 
Ala 


GGT 
Gly 


TTC 
Phe 


GCT 
Ala 


ACC 
Thr 
-5 


GTA 
Val 


GOG 
Ala 


CAG 
Gin 


GCC 
Ala 
-1 


GAC 
Asp 
1 


GTG 
Val 


90 


TAC 
Tyr 


CAC 
His 


GAC 
Asp 
5 


GGT 
Gly 


GCC 
Ala 


TGT 
Cys 


CCC 
Pro 


GAA 
Glu 
10 


GTC 
Val 


AAG 
Lys 


CCA 
Pro 


GTC 
Val 


GAC 
Asp 

15 


AAC 
Asn 


TTC 
Phe 


135 


GAC 
Asp 


TGG 
Trp 


TCC 
Ser 
20 


CAG 
Gin 


TAC 
Tyr 


CAT 
His 


GGT 
Gly 


AAA 
Lys 
25 


TGG 
Trp 


TGG 
Trp 


GAA 
Glu 


GTC 
Val 


GCC 
Ala 
30 


AAA 

Lys 


TAC 
Tyr 


180 


CCC 
Pro 


AAC 
Asn 


TCA 
Ser 
35 


GTT 
Val 


GAG 
Glu 


AAG 
Lys 


TAC 
Tyr 


GGA 
Gly 
40 


AAG 
Lya 


TGC 
Cys 


GGA 
Gly 


TGG 
Trp 


GCT 
Ala 
45 


GAG 
Glu 


TAC 
Tyr 


225 


ACT 
Thr 


CCT 
Pro 


GAA 
Glu 
50 


GGC 
Gly 


AAG 
Lys 


A6T 
Ser 


GTC 
Val 


AAA 
Lys 
55 


GTT 
Val 


TCG 
Ser 


AAC 
Asn 


TAC 
Tyr 


CAC 
His 
60 


GTA 
Val 


ATC 
He 


270 


CAC 
His 


GGC 
Gly 


AA6 
Lys 
65 


GAA 
Glu 


TAC 
Tyr 


TTT 
Phe 


ATT 
He 


GAA 
Glu 
70 


GGA 
Gly 


ACT 
Thr 


GCC 
Ala 


TAC 
Tyr 


CCA 
Pro 
75 


GTT 
Val 


GGT 
Gly 


315 


GAC 
Asp 


TCC 
Ser 


AAG 
Lys 
80 


ATT 
He 


GGA 
Gly 


AAG 
Lys 


ATC 
He 


TAC 
Tyr 
85 


CAC 
His 


AGC 
Ser 


CTG 
Leu 


ACT 

Thr 


TAC 
Tyr 
90 


GGA 
Gly 


GGT 
Gly 


360 


GTC 
Val 


ACC 
Thr 


AAG 
Lys 
95 


GAG 
Glu 


AAC 
Asn 


GTA 
val 


TTC 
Phe 


AAC 
Asn 
100 


GTA 
Val 


CTC 
Leu 


TCC 
Ser 


ACT 
Thr 


GAC 
Asp 
105 


AAC 
Asn 


AAG 
Lys 


405 


AAC 
Asn 


TAC 
Tyr 


ATC 
He 
110 


ATC 
He 


GGA 
Gly 


TAC 
Tyr 


TAC 
Tyr 


TGC 
Cys 
115 


AAA 
Lys 


TAC 
Tyr 


GAC 
Asp 


GAG 
Glu 


GAC 
Asp 
120 


AAG 
Lys 


AAG 
Lys 


450 


GGA 
Gly 


CAC 
His 


CAA 
Gin 
125 


GAC 
Asp 


TTC 
Phe 


GTC 
Val 


TGG 
Trp 


GTG 
Val 
130 


CTC 
Leu 


TCC 
Ser 


AGA 
Arg 


AGC 
Ser 


ATG 
Met 
135 


GTC 
Val 


CTT 

Leu 

i 


495 


ACT 
Tlir 


6GT 
Gly 


GAA 
Glu 
140 


GCC 
Ala 


AAG 
Lys 


ACC 
Tiir 


GCT 
Ala 


GTC 

Val 
145 


GAG 
Glu 


AAC 
Asn 


TAC 
Tyr 


CTT 
Leu 


ATC 
He 
150 


GGC 
Gly 


TCC 

Ser 


540 


CCA 
Pro 


GTA 
Val 


GTC 
Val 
155 


GAC 
Asp 


TCC 
Ser 


CAG 
Gin 


AAA 
Lys 


CTG 
Leu 
160 


GTA 
Val 


TAC 
Tyr 


AGT 
Ser 


GAC 
Asp 


TTC 
Phe 
165 


TCT 
Ser 


GAA 
Glu 


585 


GCC 
Ala 


GCC 
Ala 


TGC 
Cys 
170 


AAG 
Lys 


GTC 
Val 


AAC 
Asn 


AAT 
Asn 


AGC 
Ser 
175 


Asn 


Trp 


Ser 


His 


Pro 
180 


Gin 


Phe 




GAA 
Glu 


AAA 
Lys 


TAATAAGCTT CGGGAAGATT T 


ATG 
Met 
-20 


AAG 
Lys 


AAA 
Lys 


GGT 
Gly 


TTT 
Phe 


ATG 
Met 
-15 


675 
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45 



TTG 
Leu 


TTT 
Phe 


ACT 
Thr 


TTG 
Leu 


TTA 
Leu 
-10 


GCG 
Ala 


GCG 
Ala 


TTT 
Phe 


TCA 
Ser 


GGC 
Gly 
-5 


TTT 

Phe 


GCT 
Ala 


CAG 
Gin 


GCT 
Ala 
-1 


GAT 
Asp 
1 


720 


GAC 
Asp 


GCG 
Ala 


GCA 
Ala 


ATT 
He 
5 


CAA 

Gin 


CAA 

Gin 


AC6 
Thr 


TTA 

Leu 


GCC 

Ala 
10 


AAA 

Lys 


ATG 
Met 


GGC 
Gly 


ATC 
He 


AAA 
Lys 
15 


AGC 
Ser 


765 


AGC 
Ser 


GAT 
Asp 


ATT 
He 


CAG 
Gin 
20 


CCC 
Pro 


GCG 

Ala 


CCT 
Pro 


GTA 

Val 


GCT 
Ala 
25 


GGC 
Gly 


ATG 
Met 


AAG 

Lys 


ACA 
Thr 


GTT 
Val 
30 


CTG 
Leu 


810 


ACT 
Thr 


AAC 
Asn 


AGC 
Ser 


GGC 
Gly 
35 


GTG 
Val 


TTG 
Leu 


TAG 
Tyr 


ATC 
He 


ACC 
Thr 
40 


GAT 
Asp 


GAT 
Asp 


GGT 
Gly 


AAA 
Lys 


CAT 
His 
45 


ATC 
He 


855 


ATT 

He 


CAG 
Gin 


GGG 

Gly 


CCA 
Pro 
50 


ATG 
Met 


TAT 
Tyr 


GAC 
Asp 


GTT 
Val 


AGT 
Ser 
55 


GGC 
Gly 


ACG 
Thr 


GCT 
Ala 


CCG 
Pro 


GTC 
Val 
60 


AAT 
Asn 


900 


GTC 
Val 


ACC 
Thr 


AAT 
Asn 


AAG 
Lys 
65 


ATG 
Met 


CTG 
Leu 


TTA 
Leu 


AAG 
Lys 


CAG 
Gin 
70 


TTG 
Leu 


AAT 
Asn 


GCG 
Ala 


CTT 
Leu 


GAA 
Glu 
75 


AAA 
Lys 


945 


GAG 
Glu 


ATS 

Met 


ATC 
He 


GTT 
Val 

80 


TAT 

Tyr 


AAA 

Lys 


GCG 

Ala 


CCG 

Pro 


CAG 
Gin 

85 


GAA 

Glu 


AAA 
Lys 


CAC 
His 


GTC 
Val 


ATC 

He 

90 


ACC 
Thr 


990 


GTG 
Val 


TTT 
Phe 


ACT 
Thr 


GAT 
Asp 
95 


ATT 
He 


ACC 
Thr 


TGT 

Cys 


GGT 
Gly 


TAG 
Tyr 
100 


TGC 
Cys 


CAC 
His 


AAA 
Lys 


CTG 
Leu 


CAT 
His 
105 


GAG 
Glu 


1035 


CAA 
Gin 


ATG 
Met 


GCA 
Ala 


GAC 
Asp 
110 


TAG 
Tyr 


AAC 
Asn 


GCG 
Ala 


CTG 
Leu 


GGG 
Gly 
115 


ATC 
He 


ACC 
Thr 


GTG 
Val 


CGT 
Arg 


TAT 
Tyr 
120 


CTT 
Leu 


1080 


GCT 
Ala 


TTC 
Phe 


CCG 
Pro 


CGC 
Arg 

125 


CAG 
Gin 


GGG 
Gly 


CTG 
Leu 


GAC 
Asp 


AGC 
Ser 
130 


GAT 
Asp 


GCA 
Ala 


GAG 
Glu 


AAA 
Lys 


GAA 
Glu 
135 


ATG 
Met 


1125 


AAA 
Lys 


GCT 
Ala 


ATC 
He 


TGG 
Trp 
140 


TGT 
Cys 


GCG 
Ala 


AAA 
Lys 


GAT 
Asp 


AAA 
Lys 
145 


AAC 
Asn 


AAA 
Lys 


GCG 
Ala 


TTT 
Phe 


GAT 
Asp 
150 


GAT 
Asp 


1170 


GTG 
Val 


ATG 
Met 


GCA 
Ala 


GGT 
Gly 
155 


AAA 
Lys 


AGC 
Ser 


GTC 
Val 


GCA 
Ala 


CCA 
Pro 
160 


GCC 
Ala 


AGT 

Ser 


TGC 
Cys 


GAC 
Asp 


GTG 
Val 
165 


GAT 
Asp 


1215 


He 


Ala 


Asp 


His 
170 


Tyr 


Ala 


Leu 


Gly 


Val 
175 


Gin 


Leu 


Gly 


Val 


Ser 
180 


Gly 




ACT 
Thr 


CCG 
Pro 


GCA 
Ala 


GTT 
Val 
185 


GTG 
Val 


CTG 
Leu 


AGC 
Ser 


AAT 
Asn 


GGC 
Gly 
190 


ACA 
Thr 


CTT 

Leu 


GTT 
Val 


CCG 
Pro 


GGT 
Gly 
195 


TAC 
Tyr 


1305 
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CAG CCG CCG AAA GAG ATG AHA GAA TTC CTC GAG GAA CAC CAA AAA 1350 
Gin Pro Pro Lys Glu Met Lys Glu Phe Leu Asp Glu His Gin Lys 
200 205 210 

ATG ACC AGC GGT AAA TAATTCGCGT AGCTT 1380 
Met Thx Ser Gly Lys 
215 



AWGABKN ZU SEQ ID-NO; 12: 

SEQUKNZCHARAKTERISTIKA : 
LANGE: 793 Basenpaare 
ART: Nucleinsaure 

STRANGFORM: Doppelstrang 
TOPOLOGIE: linear 

ART DES MOLEKOlS: Fragment des Plasmids pBBP22 

MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: Signalpeptid 

LAGE: (22.. 84) 

MERKMAD: 

NAME/SCHLUSSEL: reifes Peptid 
LAGE: (85.. 783) 
SONSTIGE ANGABEKT: 

/Produkt="Fusionsprotein aus Bilin-Bindungsprotein, 
Strep-Tag II und Albiamin-Bindungsdciaane" 

■MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL; kodierende Sequenz 
LAGE: (85,. 606) 
SONSTIGE ANGABEN: 

/ Pr odukt = " matures Bi lin- Bindungspr o t ein " 



NAME/SCHLtiSSEL: kodierende Sequenz 
LAGE: (607.. 63 6) 
SONSTIGE ANGftBEW: 

/Produkt=" Strep-Tag II-Aff initatsanhSngsel" 
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NAME/SCHLOsSEL: kodierende Sequenz 
lAGE: (637.. 783) 
SONSTIGE MTGABEN: 

/Produkt="Albumin-Bindungsdc3maiie aios Protein G" 
SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 12: 

TCTAGATAAC GAGGGCAAAA A ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATT 45 
Met Lys Lys Thr Ala lie Ala lie 
-21 -20 -15 

GCA GTG GCA CTG GCT GGT TTC GCT ACC GTA GCG CAG GCC GAC GTG 90 
Ala Val Ala Leu Ala Gly Pbe Ala Thr Val Ala Gin Ala Asp Val 
-10 -5 -11 

. TAG CAC GAC GGT GCC TGT CCC GAA GTC AAG CCA GTC GAC AAC TTC 135 
Tyr His Asp Gly Ala Cys Pro Glu Val Lys Pro Val Asp Asn Phe 
5 10 15 

GAC TGG TCC CAG TAG CAT GGT AAA TGG TGG GAA GTC GCC AAA TAG 180 
Asp Trp Ser Gin Tyr His Gly Lys Trp Trp Glu Val Ala Lys Tyr 
20 25 30 

CCC AAC TCA GTT GAG AAG TAG GGA AAG TGC GGA TGG GCT GAG TAG 225 
Pro Asn Ser Val Glu Lys Tyr Gly Lys Cys Gly Trp Ala Glu Tyr 

35 40 45 

ACT CCT GAA GGC AAG AGT GTC AAA GTT TCG AAC TAG CAC GTA ATC 270 
Thr Pro Glu Gly Lys Ser Val Lys Val Ser Asn Tyr His Val lie 

50 55 60 

CAC GRC AAG GAA TAG TTT ATT GAA GGA ACT GCC TAC CCA GTT GGT 315 
His Gly Lys Glu Tyr Phe lie Glu Gly Thr Ala Tyr Pro Val Gly 
65 70 75. 

GAC TCC AAG ATT GGA AAG ATC TAC CAC AGC CTG ACT TAC GGA GGT 360 
Asp Ser Lys lie Gly Lys He Tyr His Ser Leu Thr Tyr Gly Gly 
80 85 90 

GTC ACC AAG GAG AAC GTA TTC AAC GTA CTC TCC ACT GAC AAC AAG 405 
Val Thr Lys Glu Asn Val Phe Asn Val Leu Ser Thr Asp Asn Lys 
95 100 105 

AAC TAC ATC ATC GGA TAC TAC TGC AAA TAC GAC GAG GAC AAG AAG 450 
Asn Tyr He He Gly Tyr Tyr Cys Lys Tyr Asp Glu Asp Lys Lys 
110 115 120 

GGA CAC CAA GAC TTC GTC TGG GTG CTC TCC AGA AGC ATG GTC CTT 495 
Gly His Gin Asp Phe Val Trp Val Leu Ser Arg Ser Met Val Leu 
125 130 135 

ACT GGT GAA GCC AAG ACC GCT GTC GAG AAC TAC CTT ATC GGC TCC 540 
Thr Gly Glu Ala Lys Thr Ala Val Glu Asn Tyr Leu He Gly Ser 
140 145 150 
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CCA GTA GTC GAC TOO CAG AAA CTG GTA TAG A6T GAC TTC TOT GAA 585 
Pro Val Val Asp Ser Gin Lys Leu Val l^r Ser Asp Phe Ser Glu 
155 160 165 

GCC GCC TGC AAG GTC AAC AAT AGC AAC TGG TCT CAC CCG GAG TTC 630 
Ala Ala Cys Lys Val Asn Asn Ser Asn Trp Ser His Pro Gin Phe 
170 175 180 

GAA AAA CCA GCT AGC CTG GCT GAA GCT AAA GTT CTG GCT AAC CGT 675 
Glu Lys Pro Ala Ser Leu Ala Glu Ala Lys Val Leu Ala Asn Arg 
185 190 195 

GAA CTG GAC AAA TAG GGT GTT TCC GAC TAG TAG AAA AAC GTC ATC 720 
Glu Leu Asp Lys Tyr Gly Val Ser Asp Tyr 'Fyr Lys Asn Leu lie 
200 205 210 

AAC AAC GCT AAA AGC GTT GAA GGT GTT AAA GCT CTG ATC GAC GAA 765 
Asn Asn Ala Lys Thr Val Glu Gly Val Lys Ala Leu lie Asp Glu 
215 220 225 

ATT CTG GCA GCA CTG CCG TAATAAGCTT 793 
lie Leu Ala Ala Leu Pro 
230 



ANGABEN ZU SEQ ID-ND:13: 

SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 
LJVNGE: 7 Aminos aur en 
ART : Aminosaure 
TOPOLOGIE: linear 

ART DES MOLEKULS: synthetisches Peptid 

MERKMAL: 

WAME/SCHLUSSEL: sonstige Merkmale 
LAGE: 1 

SONSTIGE ANGABEIsr: Xaa ist Biotinamidocaproyl 
MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: sonstige Merkmale 
LAGE: 7 

. SONSTIGE ANGABEN: C-Terminus ist Amid 

SEQUEKTZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 13: 

Xaa Ser Pro Thr His Tyr Val 
. 1 5 
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Patentansprlicbe 

1. Aniicaline, herslelLbsd ausgehend von Polypeptiden der Lipocalinfamilie, indein Aininosauren iin Bereich der 
vier Peplidschleifen, die an eineiri Ende der zylindrischen FidlblaLlslruklur angeordnel sind, inuLieri werden, und die 
dadurch charakterisiert sind, daB sie einen voigegebenen Liganden mit bestinunbarer Affinitat binden. 

2. Anticaline tiach Anspmch 1, wobei das lipocalin ausge-wahlt wird aus der Gruppe bestehend aus dem Bilin-Bin- 
dimgsprotein aus Pieris brassicae, dem Betinol-Bindungsprotein des Menschen und dem Apolipoprotein D des 
Menschen, 

3. Anticaline nach Anspruch 1 oder 2, wobei es sich bei den mutierten Aimnos5uren im Bereicli dex vier Peptid- 
schleifen um die Sequenxpositionen 34 bis 37, 58. 60, 69, 88, 90, 93, 95, 97, 114, 1 16, 125 und 127 des Bilin-Bin- 
dungsprotcins odcr um die Scqucnzposilioncn 34 bis 37, 59, 61, 70, 87, 89, 92, 94, 96, 113, 115, 123 und 125 des 
Apolipoprotein D handclt. 

4. Anticaline nach einem der AnspriSche 1 bis 3, wobei weitere Aminosauien in dem Lipocalin oder Atiticalin aus- 
getauscM werden, um diemonomere Strukturdes Andoalins za stabilisieren, umBrkennungsstellen ftlr Proteasen in 
dem Anticalin zu eliminieren oder um geeignete Restriklionsschnittstellen zur Manipulation der fur die Lipocalin- 

muteine oder das Anticalin kodierenden Nukleinsauren einzufiihren, 

5. Anticaline nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei der Ligand eine chemische Verbindung in freier oder kon- 
jugierter Form ist, die Merkmale eines imniunologischen Haptens aufweist. 

6. Anticaline nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei der Ligand ein Peptid, ein Polypeptid oder ein anderes Ma- 
kromolekiil oder ein entsprechendes Konjugat davon ist. 

7. Verfaliren zur HersteUung von Anticaiinen nach einem oder melireren der Anspriiche 1 bis 6, wobei die aus der 
Mutagenese resultierende Nukleinsaure, die fur die Bibliothek der Lipocalinmuteine kodiert, zur iJeiektion des oder 
der Anticaline auf Dindung des vorgegebenen Liganden am 3'-End6 mit dnem Gen, das fiir das Iliillprotein pIII ti- 
nes filamentosen Bakteriophagen der Ml 3-FaniiHe oder ftlr ein Fragment, dieses HQIlprofBtns kodiert, in operabler 
Weise fusioniert wird. 

8. Verfahren zur HersteUung von Anticaiinen nach einem oder mehreien der Anspruche 1 bis 6, wobei das Antica- 
lin, ein Fragment des Anticalins odex ein Fusionsprotein aus dem Anticalin und einem anderen Polypeptid ausge- 
hend von der fiir das Anticalin kodierenden Nukleinsaure mittels gentechnischer Methoden in einem bakteriellen 
Oder eukaryontischen Wirtscfrganismus produziert und aus diesetn Wirtsorganismus oder dessen Kulcur gewonnen 
wird. 

9. Verwendung von Anticaiinen oder von Fusionsproteinen aus Anticaiinen und anderen Polypeptiden nach einem 
oder melireren der Ansprtiche 1 bis 6 zur Bindung an eine Feslphase, so daB der Li^iand des Anticalins oder ein Kon- 
jugat oder Fusionsprotein dieses Liganden imiiiobilisiert oder abgetrennt werden kann. 

10. Verwendung von Anticaiinen oder von Fusionsproteinen aus Anticaiinen und anderen Polypeptiden nach einem 
oder mehreren der Anspriiche 1 bis 6 zur Markieoing mit einem Enzym, einem Antikorper, einer radi oakti ven Sub- 
stanz Oder einer anderen Gruppe mit dner biochemischen Aktivitat oder mit delinierten Bindungseigenschaften, so 
dal5 der Ligand des Anticahns oder ein Konjugal oder Fusionsprotein dieses Liganden damit nachgewiesen oder in 
Kontakt gebracht werden kann. 
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Rbp 1 ERIXWSSFRVKEMFDKAR FSGTWYMC ^KKDPEQLFL^^ . 47 

ApoD 1 QAFHLGKCPNPWQENFD-VNKYLGRWYSIEKIPTTFEtl.GRClQMrYSLM 49 

Bbp 1 ISryYHDGACPEVKPTONFDWSi miGKWreVA KY . 49 



Rbp 48 DET GQMSATM^G RWLLMMDVC ADMVGTFTD TEDP . . AKFKMK YWGVAS 95 

ApoD 50 ENGKIKVmQELRADG TVNQIEGEATPVWLT . . EPAKLEVKFSWF 92 

Bbp 50 E ■ G KSVKVSMYH VIHG K EYFIEGTAY FVGDSKIGKIYHKLTYGGV 93 



Rbp 95 FLOKG NDDHWIVDTD YD TyAVOYSCRL IJJLDGTC ADSYSFVFSR DPNGLP 145 

ApoD 93 . . .MPSAPYWIIATDYENYALVYSCTCI.IQ.LFHVDFAWILAmPI^ 

Bbp 94 ■ ■ .TK ElWFMVLSTD NK NYIIGYYCK YD.EDKKG HQDFVlAroT^SR SK^ 138 



Rbp 146 PEAQKIVRQRQEEL.CLA.RQYRLIVH. . .NGYCDGRSEHNLL 183 

ApoD 137 PETVDSIJa)3ILT . SMJIDVKKMTVTD . . QWCPKLS 169 
Bbp 139 GEAKTAVENYLlGSPWDSQKLVYSDFSEAACKVm 174 
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Bbp-DNA 



{SEQIDNO:10) SEQ ID N0:2 SEQ!DNO:4 

I PGR (A) I PCR(B) 

I ft 1111 i iiiii inn 



2. PGR 



SEQ ID N0:6 

asm 



BstXl 
SEQ ID N0:7 



irar 
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